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Resumen

El virus de la Diarrea viral bovina (VDVB) causa diversos cuadros clinicos,
afectando al aparato respiratorio, digestivo y reproductivo de los bovinos,
principalmente. Es causante de abortos en hembras gestantes o el nacimiento de
becerros persistentemente infectados (PI). Forma parte del complejo respiratorio y
abortivo de los bovinos (CRB), que a nivel mundial tienen una gran importancia
econdémica. En México se conoce poco acerca de la prevalencia de los agentes
infecciosos que causan enfermedad respiratoria y abortos en ganado bovino los
cuales reportan una seropositividad del 71% al 80% en producciones lecheras y
de carne en al menos 7 estados del pais, pero no existen reportes acerca de las
caracteristicas genéticas de los virus. En éste contexto se realizd una
caracterizacion gendémica de los virus del VDVB, presentes en bovinos recién
nacidos de la Cuenca lechera de Tizayuca. Se colectaron 21 muestras de sangre
total y de muescas de oreja; la primera para realizar de un RT-PCR a partir de
RNA obtenido de los leucocitos, que amplifica un fragmento de la regiéon 5’ no
traducida (UTR 5, por sus siglas en inglés Unstranslated region), considerada la
region mas conservada para los virus de VDVB y la segunda para el aislamiento
viral en cultivo celular, ademas de la amplificacion de un RT-PCR anidado que
amplifica una region variable entre Erns y E1. Se logré6 amplificar la UTR 5’
conservada (62%) en 13 muestras sanguineas y en cada caso se realizaron co-
cultivos, utilizando las muescas como inoculo en células MDBK. En 5 muestras se
observé efecto citopatico después de 4 pases en cultivo celular y se confirmoé la
presencia de VDVB por RT-PCR. Los amplicones fueron purificados vy
secuenciados, observandose similitud mayor al 96%, con virus del genotipo | de
VDVB. Finalmente, se realizdé la amplificacion de Erns y E1, la region variable,
resultando positivos 13, de los 21 animales muestreados.

Palabras clave: VDVB, Genotipificacion, UTR 5, Erns, E1l, RT-PCR,

Aislamiento viral, Diagnoéstico.
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Abstract

The bovine viral diarrhea virus (VDVB) causes a variety of clinical conditions
affecting the respiratory, digestive and reproductive systems in cattle. BVBV
causes abortions in pregnant cows or the birth of persistently infected calves (PI),
and is one of the etiologic of respiratory and abortive complex in cattle (CRB),
which is globally of great economic importance. In Mexico there are few reports of
to VDVB seropositivity ranging from 71 to 80% in dairy and beef production in at
least 7 states of the country, knowledge about the prevalence of infectious agents
that cause respiratory disease and abortions in cattle is poor. In this context we
performed a genomic diagnosis and characterization of VDVB in bovine newborns.
Whole blood and ear notches samples were collected of 21 newborns, and
diagnostic by RT-PCR performed from RNA obtained from leukocytes, amplifying a
fragment of the 5 ' untranslated region (5' UTR), considered the most conserved
region of genome for VDVB, in addition ear notches were obtained for virus
isolation in cell culture, and for amplification by RT-nested PCR amplification of a
variable region between Erns and E1. We diagnosed 13 (62%) newborns as
positive for VDVB by RT-PCR amplification of the conserved region of the viral
genome (Blood samples). In addition by performing co-cultures using the notches
as inoculums in MDBK cells, cytopathic biotypes were identified 5 positives after 4
passages and the presence of the virus was confirmed by RT-PCR of 5 UTR in
each case. The amplicons were purified and sequenced, and presented similarity
(>96%) with the genotype | of VDVB. Finally we performed the amplification of the
variable regions Erns and E1 amplification, was positive in 13 of the 21 animals.

Keywords: VDVB, genotyping, UTR 5, Erns, E1, RT-PCR, Virus lIsolation,

Diagnosis
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Lista de abreviaturas y siglas usadas

ARN Acido Ribonucleico

ATPasa Enzima que produce Ila
hidrélisis del Adenosin Trifosfato
(ATP)

BDV Virus de la enfermedad de
las fronteras de los ovinos (Border
disease virus)

BoHV1 Herpes virus bovino tipo |
(Bovine Herpes virus — 1)

BPIV3 Parainfluenza bovina tipo 3
(Bovine Parainfluenza virus — 3)

BRSV Virus sincitial respiratorio
bovino (Bovine Respiratory Sincitial
Virus)

C3b y C4b Opsoninas (opsonizan los
antigenos y solubilizan los complejos
inmunes)

CBP/p300 Proteina co- activadora de
la transcripcion juegan un papel
central en la coordinacion y la
integracion de mudltiples eventos
dependientes de sefales para la
transcripcion, en respuesta a diversas
sefales fisiologicas que como la
proliferacion, diferenciacion y
apoptosis.

CCP Invaginacion revestida de
Clatrina (Clathrin-Coated Pit)

CCV Vesicula revestida de Clatrina
(Clathrin-Coated vesicle)

CD46 Receptor celular que regula la
activacion del complemento.

CME Endocitosis
Clatrina
endocytosis)

mediada  por
(Clathrin-mediated

COOH Grupo funcional carboxilo
CP Citopético
CRB Complejo respiratorio bovino

CSFV Virus de la Fiebre Porcina
Clasica (Classical Swine Fever Virus)

Cys Cisteina (Cysteine)

DNM1 y 2 Dinamina. Cuando una
vesicula invagina la dinamina forma
una espiral alrededor del cuello de la
vesicula y la libera (Dynamin-1/2)

E1l y E2 Glicoproteinas de anclaje de
los pestivirus, que pueden formar
hoterodimeros.

eEF1A Factor-1 traduccional de
elongamiento

Erns Glicoproteina pestiviral
encontrada en la superficie del viridn.

ESCRT Complejos ESCRT son
utilizados normalmente por la célula
para las funciones biologicas que
implican remodelacion de la
membrana, tales como la formacién
de vesiculas intraluminales y la
autofagia. La familia ESCRT consiste
ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-Il que

participan  principalmente en la
clasificacion y endocitosis de
proteinas (Endosomal sorting

complex required for transport)
Glu Acido Glutamico

HCV Virus de la Hepatitis C (Hepatitis
C virus)

His Histidina

F
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Hsc70 Proteina de choque térmico
gue funciona como una ATPasa en el
desmontaje de las vesiculas
revestidas de clatrina durante el
transporte de componentes de la
membrana a través de la célula.
(Heat Shock Cognate Protein 70)

ICTV  Comité internacional en
taxonomia viral (International
Committee on Taxonomy of Viruses)

IFN | Interferon de tipo |

IRES Sitio de entrada e
internalizacion al ribosoma (Internal
Ribosome-Entry Sites)

IRF3  Factor de transcripcion
involucrado en la sintesis de
interferon (Regulatory Transcription
Factor 3)

ISGs Genes que regulan el sistema
inmune, involucrados con la sintesis
de IFN (Interferon-stimulated genes)

KDa Kilodalton es una unidad de
masa molecular

LDL Lipoproteina de baja densidad
(Low Density Lipoprotein)

MADbs  Anticuerpos monoclonales

(Monoclonal antibodies)

MD Enfermedad de
(Mucosal Disease)

las mucosas

NCP No citopéatico

Npro Proteina no  estructural,
encontrada Unicamente en los
pestivirus

N-Terminal Amino terminal

ORF Marco de lectura abierto (Open
Reading Frame)

p7 Proteina de enlace entre las
proteinas estructurales y las no
estructurales de los pestivirus

PGE2 Prostaglandina E2, prostanoide
implicado en la inflamacion.

pH Potencial de Hidrégeno
Pl Persistentemente infectado
PMN Polimorfonuclear

PNS Sustituciones de nucledtido
palindromico (Palindromic Nucleotide
Substitutions)

PV1, 2, 3 Las tres regiones variables
o palindromos especificos

RE Reticulo endoplasmico
RNAm Acido ribonucleico mensajero
Ser Serina

TLR Receptores tipo Toll (Toll like
receptors)

UTR Region no traducida
(Untranslated region)
V1, V2 y V3 Las tres regiones

variables o palindromos especificos

VDVB
Bovina

Virus de la Diarrea Viral

;
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l. Introduccién

El virus de la Diarrea viral bovina (VDVB) es un agente infeccioso que causa
diversos cuadros clinicos de agudos a mortales, afectando al aparato respiratorio,
digestivo y reproductivo de los bovinos, principalmente. También es causante de
abortos en hembras gestantes y becerros nacidos inmunotolerantes,
persistentemente infectados (Fulton et al., 2005). Tiene importancia econémica a
nivel mundial, ya que representa pérdidas reproductivas y productivas, que se
traducen en altas pérdidas econdémicas; por estar ampliamente distribuido, tiende
a ser endémico en la mayoria de las poblaciones bovinas (Kim y Duvobi, 2003,
Ammari et al., 2010). Diferentes paises reportan niveles que van de 0.5 a 2% y
hasta el 6% de bovinos persistentemente infectados (Pl) y 60 a 80% de bovinos
seropositivos (Lértora, 2003, Bachofen et al., 2008, Vargas et al., 2009). En
México, se tienen registros de seropositividad que van del 71% al 80% en
producciones lecheras y carnicas, en al menos 7 Estados del pais (Correa et. al.,
1975 y Suzan et. al. 1983) mientras que en un estudio reportado por Solis-
Calderon et al. (2005) en el estado de Yucatan revel6 una seropositividad del 14%
en bovinos de carne, Cordova-lzquierdo et al. (2009) determiné la seropositividad
contra el VDVB y otros virus del complejo respiratorio bovino (CRB) en animales
sin vacunar, de los trépicos humedos de México y es cercana a 90% para el
VDVB. Segura-Correa et. al., 2010 reporta una incidencia de la seroconversion en
Michoacan del 16.4%, en las temporadas de muestreo, en hatos lecheros donde
no se practica la vacunacion (Noviembre, 2000 a Septiembre, 2001 y Diciembre,
2001 a Noviembre, 2002) y una seroprevalencia del 63.2%, ademas menciona que
el impacto econdmico es de $937 a $1100 dolares por aborto. Otros estudios
mencionan que infecta a otras especies como, ovinos, caprinos, camélidos, jirafas,
cerdos, ciervos y otras especies del orden artiodactyla, al haber detectado
anticuerpos neutralizantes contra el VDVB, asi como el aislamiento del virus a
partir de muestras clinicas (Celeddn et al.,, 2006, Rondon, 2006, Reza, 2010,
Casaubon et al., 2012).
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En México se sabe poco acerca de los agentes infecciosos que causan
enfermedad respiratoria y abortos en ganado bovino, se estima que permanecen
como desconocidas las causas en ambos casos. Meléndez et al. (2010) reporta
qgue en mas de un 70 % de los casos de abortos no se determina la causa.
Aunado a esto, existen pocos estudios que revelen la prevalencia real y la
diversidad de cepas circulantes presentes en el ganado bovino y en otras especies
susceptibles a la infeccion por VDVB, ya que solo se tienen reportes de al menos

7 estados de la Republica de Mexicana (Escamilla et al., 2007).

Con la finalidad de identificar al VDVB, se han desarrollado técnicas de
diagnéstico, basadas en el aislamiento directo del virus en cultivo celular,
deteccion del antigeno viral por métodos como inmunohistoquimica e
inmunoensayos, utilizando un panel de anticuerpos monoclonales (mADbs), sin
embargo no ha sido suficiente, ni determinante para diferenciar entre genotipos de
VDVB y de otros pestivirus. El uso de técnicas de biologia molecular tales como el
RT-PCR, ha facilitado el diagndstico y deteccion de los virus, asi como una
clasificacion adecuada (Vilcek, 1994, Young, 2006), para el VDVB se han
utilizando iniciadores que amplifican la secuencia UTR 5’, ya que esta altamente
conservada en estos virus (Bolin y Ridpath, 1998) y otras regiones variables para
identificar los subgenotipos como Npro, Erns, E1 y E2 (Giammarioli et al., 2008).
El virus de la diarrea viral bovina tiene una gran diversidad genética que esta
dividida en 2 genotipos el | y Il de los que a su vez se subdividen en subgenotipos:
12 subgenotipos reportados del genotipo | (a — 1) y 2 para el genotipo 2 (a y b),
ademas se ha reportado actualmente un genotipo 3, el cual es un genotipo
tentativo, que aun no esta aceptado por el comité internacional en taxonomia viral
(ICTV-International Committee on Taxonomy of Viruses) (Peterhans et al., 2010,
Decaro et al., 2011, Xia et al., 2011). Esta diversidad genética del VDVB esta
asociada con la propension de los virus de RNA a modificaciones gendémicas
como mutaciones y recombinaciones (Peterhans et al.,, 2010).La clasificacién
genotipica esta basada en la divergencia de las secuencias gendémicas virales,
reveladas por los analisis filogenéticos, en las que se calculan las distancias y
sustituciones genéticas (Ridpath y Bolin, 1995 y Vilcek et al., 2001).

)
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Para el control del virus de la diarrea viral bovina, existen diversas vacunas de
virus activo y vacunas de virus inactivo, en las que la mayoria sélo se refiere que
contiene virus citopatico, no citopatico del tipo | y Il, ademas de los otros virus del
complejo respiratorio bovino: Herpes virus tipo | (BoHV1), Parainfluenza bovina
tipo 3 (BPIV3) y Virus sincitial respiratorio bovino (BRSV) aprobados por
SAGARPA (PLM,2012) existen del mismo modo diversos programas de
vacunacion, de los que se recomienda de manera general, la siguiente forma: La
vacunaciéon contra VDVB en becerras de reposicion debe hacerse de los 4 a los 8
meses de edad, una segunda vacunacion a las 4 semanas con virus activo
modificado y revacunar a los 13 meses de edad antes del servicio. Las vacas
adultas se recomiendan vacunarlas con virus inactivo y revacunar de 3 a 4
semanas después, cada 6 meses o cada afio (Avila y Cruz, 2011:

http://www.fmvz.unam.mx/fmvz/departamentos/rumiantes/bovinotecnia/BtRGClig0020.pdf)

Si embargo la utilizacion de vacunas parece ser poco eficaz ya que no hay
evidencia de una reduccion significativa en la seropositividad, de los casos
reportados con signos clinicos de la enfermedad y por lo tanto no se ha podido
establecer un control de la infeccién (Vargas et al., 2009), creando ademas un
riesgo de recombinacion entre las cepas vacunales y las cepas de campo. (Reza,
2010, Pogranichniy et al., 2011). Dentro de éste contexto se planteo como objetivo
principal, realizar una caracterizacién genotipica de las especies circulantes del
VDVB, presentes en bovinos recién nacidos. Se colectaron muestras de sangre
total y muescas de oreja; la primera para la realizacion de un RT-PCR a partir de
RNA obtenido de los leucocitos, que amplifica para un fragmento de la regién 5’
No traducida (UTR 5’), considerada la regidbn mas conservada para los virus de
VDVB vy la segunda para el aislamiento viral en cultivo celular. Se logr6 el
aislamiento viral en 5 muestras de 13 muescas. Resultaron 13 becerras de 21
positivas por RT-PCR (62%), de las que se realizaron co-cultivos a partir de las
muescas, en células MDBK. Se logré identificar biotipos -citopaticos que
posteriormente, fueron utilizados para un RT-PCR de la UTR 5, los fragmentos
fueron purificados y secuenciados y revelaron una similitud con virus de VDVB del

tipo |, al tener 99% de identidad con virus reportados en las bases de datos del

-
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GenBank. Adicionalmente se realizé un RT-PCR anidado para una regién que
corresponde a Erns y E1 con el objetivo de conocer el subgenotipo de los virus
obtenidos en éste proyecto. Se detectd por un analisis bioinformatico BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool) genotipos | y .

Se propone un nuevo disefio de los iniciadores para otras regiones variables, que
incluyan subgenotipos reportados en América, asi como la genotipificacion
completa de los virus y conocer las caracteristicas antigénicas de los virus que
circulan en México, con la finalidad de establecer un diagndéstico adecuado en la

identificacion de ésta especie viral.

La tipificacion genética es importante para clasificar de una manera precisa y para
generar informacién que coadyuve a prevenir y controlar brotes de VDVB,
mediante el desarrollo de estrategias efectivas ya que existe una gran diversidad
genética de ésta especie viral y los programas de vacunacion existentes y

disponibles no han sido satisfactorios (Sarikaya et al.,, 2012)




Tesis de Maestria: Genotipificacion de virus de diarrea viral bovina presentes en hatos
lecheros

Il. Revision de la literatura

ii.i El virus de la Diarrea viral bovina

El virus de la Diarrea viral bovina fue reportado por primera vez en 1946,
causando severas infecciones gastrointestinales, respiratorias y reproductivas en
ganado bovino (Tan et. al., 2006). En la ultima década se han detectado brotes
severos de enfermedad causados por VDVB-2 en EE.UU, Gran Bretafia, Francia,
Canadd, Brasil e Israel (Ronchi et al., 2001, Lunardi et al., 2008, Friedgut et al.,
2010). En México la informacion se limita a la seroprevalencia de la enfermedad,
en al menos 7 estados del Pais, en el ganado bovino y en otras especies
susceptibles a la infeccion por VDVB y no se tienen reportes acerca de las cepas
virales de VDVB (Escamilla et al., 2007). Como ya se menciond, en México, se
tienen registros de seropositividad que van del 71% al 80% en producciones
lecheras y carnicas, (Correa et al., 1975 y Suzan et al., 1983) mientras que en un
estudio reportado por la investigacion de Solis-Calderon y colaboradores (2005), el
estado de Yucatan revel6 una seropositividad del 14% en bovinos de carne,
Cordova-lzquierdo y su grupo de trabajo (2009), determinaron la seropositividad
del VDVB vy otros virus del complejo respiratorio bovino (CRB) en animales sin
vacunar, en los trépicos hiumedos de México y es cercana a 90% para VDVB. Por
otro lado Segura-Correa y otros en el 2010, reportaron una incidencia de la
seroconversion en el estado de Michoacan del 16.4%, en diferentes temporadas
de muestreo, en hatos lecheros, donde no se practica la vacunacioén (Noviembre,
2000 a Septiembre, 2001 y Diciembre, 2001 a Noviembre, 2002) y una
seroprevalencia del 63.2%, ademas mencionan que el impacto econémico puede

ascender de $937 a $1100 ddlares por abortos.

El VDVB pertenece a la familia Flaviviridae, género pestivirus, estd emparentado
filogénicamente con los virus de la Fiebre porcina clasica (CSFV) y la enfermedad
de las fronteras de los ovinos (BDV). Ademas es parte del complejo respiratorio

bovino, conformado por: Herpes virus tipo | (BoHV1), Parainfluenza bovina tipo 3

-
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(BPIV3) y Virus sincitial respiratorio bovino (BRSV), que también son causantes de

enfermedad respiratoria y abortos en bovinos (Meléndez et al., 2010).

ii.ii Organizacion genémica

El VDVB esta conformado por una cadena simple de RNA de sentido positivo con
una longitud de 12.5 Kb, es un virus envuelto de forma esférica, mide de 40 a 60
nm de didmetro (Figura 1), se encuentra clasificado en el Grupo IV de Baltimore.
Su genoma estd constituido por un solo marco de lectura abierto (ORF) que
codifica para una poliproteina de alrededor de 4000 aminoacidos. Este marco esta
flanqueado por una region no traducida 5’ (UTR 5’) altamente conservada en todo
el género pestivirus y por otra regién no traducida 3’ (UTR 3’). La region no
traducida 5’ contiene una estructura secundaria conocida como IRES, que actla
como un sitio de entrada e internalizacion al ribosoma (Quadros et al., 2006) ver

figura 2.

Dimero E1-E2

Proteina de
la capside

Figura 1. Representacion esquematica del VDVB y morfologia viral (Coetzer y Tustin, 2004, Vargas
et al., 2009)
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Las regiones conservadas de las regiones UTR permiten el disefio de sistemas de
deteccion de los pestivirus (Vilcek et al.,, 1994), mientras que las regiones
variables pueden servir como la base de la identificacion de las especies en el
género Pestivirus (Letellier y Kerkhofs, 2003). La UTR 5 ha sido utilizada
ampliamente en estudios de evolucion, epidemiologia y taxonomia (Sarikaya et al.,
2012). La UTR 5 se encuentra conservada en un 70% en su secuencia de
nucledtidos entre los pestivirus, 75% entre genotipos y 86 al 98% entre los
subgenotipos (Chase et al., 2005, Dong-Kun et al., 2007 y El-Hafeiz et al., 2009).

La UTR 5’ del VDVB tiene una longitud aproximada de 383 a 385 nucledtidos. Se
encuentra altamente conservada en su secuencia entre los diversos pestivirus, no

obstante contiene tres regiones variables intercaladas (Balint, 2005) y se les han

g
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denominado: Tallo PV1, V1 o palindromos especificos que abarcan del nucle6tido
(nt) 197 al 235, Tallo PV2 o V2 (nt 267-289) y Tallo PV3 o V3 (nt 293-311), en
donde se han encontrado motivos de diferenciacion entre las especies de la
familia pestiviral, por la determinacidén de sustituciones nucleotidicas presentes en
éstas regiones, mediante el andlisis de la estructura primaria por secuenciacion
(Giangaspero et al., 2008 y Sarikaya et al., 2012), la construccion de arboles
filogenéticos y la prediccion de estructuras secundarias a través de modelaje
computacional, utilizando herramientas de bioinformatica en las que se puede
ademas, inferir la virulencia de un virus por la conformacion del IRES
(Giangaspero et al., 2008). La estructura secundaria de UTR 5’, forma estructuras
de tallo-bucle u horquillas que contienen cuatro dominios principales: A, B, Cy D,
que se encuentran subdivididos en los extremos de horquillas. De los que en el

extremo denominado Ib, se encuentra el IRES (Giangaspero et al., 2008).

Becher y colaboradores (2000) reportan que los 75 nucleétidos que preceden al
IRES, forman dos horquillas que han resultado ser esenciales para el ciclo de
replicacion del virus, asociadas en la sintesis de RNA de cadena positiva (Thurner
et al.,, 2004). Las mutaciones por sustituciones nucleotidicas, en estas horquillas
dan como resultado un fenotipo de crecimiento restringido que puede formar
placas mas pequefas y tienen menor tasa de crecimiento que el virus parental
(Becher et al., 2000; Yu et al., 1999). La sustitucion de nucleotidos en la region del
IRES, podria ser responsable de la baja o alta virulencia, en la que se ve afectada
la eficiencia de la traduccion del RNA a proteina, teniendo virus con traduccion
baja y por lo tanto menos virulento o virus de traduccion alta y mas virulentos. Esta
relacion la describe Giangaspero et al. (2008) por la identificacion de una
sustitucion de dos nucledtidos en la posicion 219 y 278, uracilo y citocina estan
presentes para una cepa Osloss “mas virulenta” y citocina y uracilo
respectivamente, para una cepa “menos virulenta”. Este tipo de mutaciones se han
denominado como sustituciones de nucledtido palindromico (PNS, por sus siglas
en inglés).

5
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La observacion de las variaciones de nucleétidos entre las cepas de virus a nivel
de las tres regiones variables en la 5’ UTR ha sido concebida como un método de
genotipificacion, implicando un andlisis simple y practico, mostrando resultados
esencialmente cualitativos y proporcionando una clasificacién exacta de la especie
de un aislado, por lo tanto, éste método puede ayudar a establecer las especies y

los limites entre genotipos (Giangaspero et al., 2008).

Respecto a la UTR 3, ésta posee elementos estructurales en la secuencia del
genoma viral que son considerados necesarios para la sintesis de la cadena
negativa complementaria de RNA (Yu et al., 2000). Tiene una longitud de 188
nucleotidos para el VDVB Osloss y aproximadamente 228 nucleotidos para otras
cepas de VDVB (Collett et al., 1988). Una regidn variable y una region conservada
se identificaron en el UTR 3. La parte 5 de la UTR 3 muestra notable
heterogeneidad de tamarfo y esta implicada en la coordinacién de la traduccion y
la replicacion viral. En contraste, la parte 3’ de ésta UTR comprende un niumero de
motivos de RNA caracteristicos que representan sitios bien definidos de
interaccién de las proteinas virales y celulares durante la replicacion del RNA,
ademas de encontrar nucle6tidos conservados en todos los pestivirus (Yu et al.,
1999).

ii.iv Proteinas del viridn

La poliproteina sintetizada es co y post-traduccionalmente procesada por
proteasas virales y celulares originando de 11 a 12 proteinas estructurales y no

estructurales, ver figura 3.

.
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Figura 3. Representacion esquematica del orden de las proteinas estructurales y no estructurales, asi como
los sitios de procesamiento de cada una de ellas para dar como resultado proteinas maduras (Lindenbach et

al., 2007)

ii.iv.i Npro

La primer proteina no estructural, encontrada Unicamente en los pestivirus (Seago
et al., 2007), es un autoproteasa amino terminal (N-terminal) que como su nombre
lo indica se auto cataliza postraduccionalmente para liberarse de la proteina de la
capside, en el aminoacido Cys168 y Ser 169 de la poliproteina. Los aminoacidos
esenciales para su actividad proteolitica son Cys 69, His 49, y Glu 22 (Wiskerchen
et al., 1991). Diversos estudios han sugerido que puede actuar como antagonista
del interferon de tipo | (IFN 1), y por lo tanto jugar un papel importante en el
establecimiento de la infeccidn persistente y la inmunotolerancia (Hilton et al.,
2006).

ii.iv.ii C o Core

La proteina denominada C o Core es la proteina de menor tamafio en el virion (14
KDa) y es procesada en su extremo N-terminal por la proteina Npro, antes de su
ensamblaje en el virion (Riedel et al.,, 2012). Murray y colaboradores en 2008,
demostraron que C, es una proteina que tiene afinidad al RNA, con la capacidad
de empaquetar el genoma viral. Bajo ciertas condiciones experimentales se ha
observado, que C mantiene interacciones con las glicoproteinas, que son
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necesarias para que el virion adquiera su envoltura pero aun no se han dilucidado
bien los mecanismos de la morfogénesis del virion (Collett et al., 1988, a.Murray et
al., 2008).

ii.iv.iii Erns (EO)

La glicoproteina de la envoltura a la que se le ha atribuido una funcién de RNasa
de ahi su nombre Erns (Ribonucleasa secretada) (Fetzer et al., 2005); carece de
un sitio tipico de anclaje en la membrana y cumple con su asociacion a la
envoltura viral a través de su region C-terminal, formando una hélice anfipatica
que tiene la funciébn de mediar su transporte hacia la membrana (Tews et al.,
2009). Erns es el primer contacto con la célula, a través de su extremo carboxilo
terminal (COOH) ya que tiene afinidad con glicosaminoglicanos (Wegelt et al.,
2009). Se ha identificado una funcion como Rnasa, cuando es secretada, de esta
forma se cree que regula la sintesis de RNA en células infectadas (Lazar et al.,
2003, Kampa et al., 2006), también se asocia a la inhibicion de sintesis de
proteinas para la proliferacion celular de los linfocitos y se cree que induce
apoptosis selectiva en linfocitos de varias especies animales por su acumulacién
en la membrana y consecuentemente este evento conduce a la inmunosupresion
(Bruschke et al., 1997, Meyer et al., 2002). Esta proteina no tiene equivalente en
otros flavivirus a diferencia de E1 y E2. Erns puede ser secretada en gran
cantidad en el medio de las células infectadas, de igual forma es encontrada en
suero de animales persistentemente infectados, lo que la hace un buen candidato
para el diagnostico y como potencial blanco para el desarrollo de vacunas
(Kampa, 2006 y Wegelt et al., 2009), ademas se han construido virus
recombinantes, que han sido clinicamente atenuados mediante deleciones en el
sitio de N-glicolisacion, asi como otras mutaciones en los que se ha truncado su
actividad de Rnasa (Burrack et al., 2012).

.
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ii.iv.iv E1

La proteina E1 es una glicoproteina que estd conformada por dos dominios
hidrofébicos que le sirven de anclaje a la membrana (Weiland et al., 1999). E1
forma heterodimeros con E2 que resultan ser esenciales para la entrada del virus
a la célula hospedera (Ronecker et al., 2008, Omari et al., 2013).

El suero de animales convalecientes no contiene niveles significativos de
anticuerpos neutralizantes contra E1 (Zarkov y Jarullah 2012). Esto indica que E1
tiende a acumularse en el reticulo endoplasmico o en la zona cis del Aparato de
Golgi (la zona mas cercana al Reticulo endoplasmico), por su asociacién con la
region transmembranal (Machamer et al., 1990, Hulst et al., 1993). La proteina E1
mantiene una funcidn reguladora mediante la retencion de si misma, mediante su
liberacion en un punto tardio de la infeccion, por lo que E1 es el factor limitante
para la generacion de los heterodimeros E1-E2 (Wegelt et al., 2009). E1 presenta
regiones hipervariables, sin embargo la divergencia mas significativa se ha
observado predominante en la Glicoproteina E2 (Bassett et al., 1999). E1 puede
ser un excelente candidato para el desarrollo de vacunas seguras y efectivas,

desarrolladas en sistemas de expresion (Hulst et al., 1993, Beer et al., 2007)

ii.iv.v E2

La glicoproteina E2 se encuentra en la envoltura del viridon y juega un papel clave
en la unién con los receptores de la superficie celular, se sabe que su principal
ligando es el CD46 (CD46 Bov) que es un receptor celular que tiene funcion de
cofactor para los factores serina-proteasa del plasma, que escinde las proteinas
del complemento C3b y C4b. CD46 pertenece a la familia de reguladores de la
activacion del complemento que incluye otras proteinas de superficie celular, como
CD35, CD21, y CD55 (Maurer et al., 2004; Krey et al., 2006) presente en diversos
ungulados y expresado en células polimorfonucleares (PMN), como linfocitos,

monocitos y macrofagos, asi como células epiteliales y endoteliales (Donis et al.,

.
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1991, Christmas et al., 2006, Peternahns et al., 2010). E2 también participa en la
fusibn de membrana, el ensamblaje del virus y maduracion de los viriones.
Durante el ensamblaje del virus se forman homodimeros E2 tempranos, mientras
qgue los heterodimeros de E1-E2 se forman después de la liberacién de E1 en el
reticulo endoplasmico (Omari et al.,, 2013). E2 consiste de 370 aminoacidos, un
ectodominio N-terminal y un C-terminal, en éste se encuentran 30 aminoacidos
gue funcionan como anclaje (Donofrio et al.,, 2006). EI dominio N-terminal es el
mas inmunogénico (Bolin et. al., 1998). Posee epitopes que pueden ser usados
para estudiar la diversidad molecular y seroldgica de los virus de VDVB e induce la
produccion de anticuerpos neutralizantes (Van Rijn et al., 1997, Donofrio et al.,
2006, Lindenbach et al., 2007). Esta proteina es genética y antigénicamente la
mas variable y altamente mutable y por tal motivo puede dar lugar a la aparicion
de nuevas cepas que facilitan el mantenimiento de la persistencia de la infeccién
ya que da lugar a poblaciones heterogéneas de viriones, 0 quasiespecies, que
contribuyen a la evasion la respuesta inmunoldgica (Bassett et al., 1999; Lackner
et al., 2005).

ii.iv.vi P7

La proteina P7 es el enlace entre las proteinas estructurales y las no estructurales
de los pestivirus y del virus de hepatitis C (HCV); aun no es claro si p7 es
estructural o no estructural (Lindenbach et al., 2007). Peculiarmente la region
E2/P7/NS2 esta muy conservada entre los pestivirus y HCV, lo que sugiere tener
una funcion comun sobre éstas proteinas, una de ellas esta relacionada con la
maduracion de la glicoproteina E2 y la morfogénesis viral (Elbers et al., 1996,
Lindenbach et al., 2007).
Se han identificado que P7 posee un dominio citoplasmético que interactia con la
proteina de la capside para iniciar el proceso de gemacion (Harada et al., 2000) y
que la estructura de P7 es muy similar a una viroporina que ayuda a la

permeabilizacion de la membrana y por consiguiente facilita la liberacion de la

g
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progenie viral (Harada et al., 2000). Su procesamiento es mediado por peptidasas
del hospedero, pero se ha reportado que puede ocurrir un procesamiento
ineficiente, resultando en dos especies de E2, E2 y E2-P7 en las células
infectadas (Harada et al., 2000)

ii.iv.vii NS2/NS3

La proteina NS2 es una cisteina proteasa, que es responsable del procesamiento
de NS2-3, ésta escision es esencial para la replicacion del RNA de los pestivirus y
la eficiencia en la escision estd regulada por una chaperona celular que
determinara la citopatogenicidad viral (Lackner et al., 2006). El grado de
procesamiento en el sitio de NS2-3 muestra una variacion notable entre las
especies y cepas de los pestivirus (Lindenbach et al., 2007). En relaciéon con la
citopatogenicidad viral VDVB, se ha identificado que el biotipo no citopatico (NCP)
expresa NS2-3, mientras que el biotipo citopatico (CP) expresa un nivel detectable
de NS3, de éste modo se considera a NS3 como la proteina marcadora de
citopatogenicidad (Balint, 2005).

En conjunto se ha identificado que NS2-3 participa en el ensamblaje del virus
(Agapov et al., 2004). NS3 es la proteina mas conservada en los pestivirus e
induce un alto titulo de anticuerpos neutralizantes después de la infeccion natural
0 vacunacion, con vacunas vivas atenuadas (Donis et al., 1988; Bolin y Ridpath,
1998). Por otro lado la proteina NS3 posee un dominio N-terminal que funciona
como serina proteasa, responsable del procesamiento de la poliproteina y la
supresion de la replicacion del RNA, requiere la actividad de NS4A como su
cofactor (Balint, 2005). También posee un dominio C-terminal que funciona como
RNA helicasa, ademas se ha identificado que tiene otra actividad enzimatica como
ATPasa, siendo éstas dos ultimas funciones importantes en la replicacion del RNA
(Borowski et al., 2002, Kabongo, 2005, Lindenbach et al., 2007).
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ii.iv.viii NS4A y NS4B

NS4A es un cofactor para la actividad proteolitica de NS3 (Tautz et al., 2000), y se
requiere para la escision en sitios NS4B/NS5A y NS5A/NS5B (Xu et al., 1997).

NS4B es una proteina transmembranal, posee un dominio de membrana
citoplasmatico que puede interactuar con las proteinas virales, como con NS3 y
con factores celulares que estan involucrados en la replicacion viral, NS4B ha sido
relacionado en el cambio de un virus citopéatico (CP) a un no citopatico (NCP),
sugiriendo que tiene un papel en la patogénesis viral, también esta relacionada en
la replicacion del genoma de VDVB ya que interactia con NS3 y NS5A, lo que
propone que es parte del complejo de replicacion (Qu et al., 2001). Las
mutaciones en esta proteina pueden suprimir el efecto citopatico, con

independencia de la produccion y acumulacion de NS3 (Balint, 2005).

il.iv.ix NS5A y NS5B

NS5A es una proteina no estructural involucrada en el reclutamiento de
componentes esenciales en la replicacion viral, ha sido descrita su interaccion con
el factor-1 traduccional de elongamiento (eEF1A) por Johnson y colaboradores
(2001), lo que sugiere un papel durante la replicacion del RNA.
NS5B ha sido identificada como una polimerasa dependiente de RNA (b Collett et
al., 1988; Zhong et al., 1998) que puede replicar RNA por ambas vias: cebador-
dependiente (Elongativa), en donde la sintesis es iniciada por un oligonucleoétido o
una proteina unida covalentemente a nucleétidos y la cebador-independiente (de
novo) en donde el cebador es un nucledtido especifico de la cadena molde (Lai et
al. 1999; Ranjith-Kumar et al., 2002, Ansari et al., 2004).

Las proteinas no estructurales recién sintetizadas, se cree que se ensamblan en
complejos funcionales de replicacion y llevan a cabo el primer paso de la

replicacion del genoma, de cadena negativa (antigenoma) o sintesis de RNA viral.
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Posteriormente la polimerasa completa la sintesis de progenie de RNA de cadena
positiva utilizando como templado la cadena negativa (Johnson at al., 2001)

ii.v Replicacion viral

El virus de la diarrea viral bovina ingresa a la célula por endocitosis mediada por
receptores, dependiente de clatrina y pH acido (ver Figura 4), para liberar su
genoma en el citosol (Mathapati et al., 2010). La mayor interaccion de anclaje del
virus con la célula se encuentra orquestada por la glicoproteina E2 que se une al
receptor CD46 de la superficie celular (Krey et al., 2006), siendo éste un receptor
de complemento, expresado en las células linfoides como, monocitos, macrofagos,
células dendriticas, epiteliales y endoteliales (Cattaneo, 2004), ademas es capaz
de unirse a moléculas de actina. Erns tiene la primera interaccion con la superficie
celular, por su unién con los glicosaminoglicanos de heparan sulfato. Se ha
reportado por diversos autores como Agnello y colaboradores (1999) que el VDVB
es capaz de unirse con los receptores lipoproteicos de baja densidad (LDL por sus
siglas en inglés) en células de cerdo (Ammari et al., 2012). Proteinas adaptadoras
se unen a la clatrina y la concentracion local de estas proteinas en la cara interna
de la membrana plasmatica, permite multimerizar a la clatrina para formar
invaginaciones caracteristicas (Clathrin Coated Pit, CCP). La escisiébn de las
proteinas de membrana DNM1/Dynamin-1, DNM2/Dynamin-2 pinchadoras, liberan
vesiculas revestidas de clatrina (CCV), que posteriormente seran liberadas por la
Auxilina y Hsc70 (Heat shock cognate protein 70), entran en contacto con el
endosoma y vacian su contenido (Parent et al., 2009). El pH endosomal acido y la
union al receptor generalmente induce modificaciones estructurales de las
proteinas de superficie del virus que conduce a la penetracion del genoma en el

citoplasma a través de mecanismos de fusion o permeabilizacion

Después de su anclaje con la célula y ser endocitado, la replicacion continta con
el complejo de ribonucleoproteinas en el citosol de la célula. Este complejo

comienza a tener interaccién con los ribosomas, pero las sefales que dirigen el
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trafico intracelular no se conocen del todo (Balint, 2005). La traduccion del genoma
viral requiere al menos de la liberacion parcial de la proteina de la capside del
RNA viral. El RNA gendmico funciona como RNA mensajero (RNAm), la
traduccion y el procesamiento de la poliproteina tienen lugar principalmente en el

reticulo endoplasmico (RE) (Johnson et al., 2001).

A partir de la region N-terminal de la poliproteina, se da el primer procesamiento,
entre Npro y la Capside (Stark et al., 1993), las divisiones adicionales generadoras
de las proteinas estructurales se catalizan por peptidasas celulares (signalasas)
en el Reticulo endoplasmico (RE) o en el aparato de Golgi (Rimenapf et al.,
1993), en donde se da el ensamblaje de los viriones y adquieren su envoltura
lipidica; las divisiones restantes que generan las proteinas no estructurales (NS)
son catalizadas por la serina proteasa que reside en NS2-3 utilizando a NS4A

como cofactor (Xu et al., 1997).

Las proteinas NS nacientes y componentes celulares se asocian con el extremo 3'
del RNA gendmico para formar los complejos de replicacion. El primer paso de la
replicacion del RNA viral se inicia mediante la sintesis de una de cadena negativa
de RNA complementario, a la gendémica de cadena positiva (Behrens et al., 1998).
El ensamblaje tiene lugar en el RE o en el aparato de Golgi (Bielefeldt- Ohmann et
al., 1987). Se produce liberacion de los viriones por gemacion a través de las
membranas intracelulares en vesiculas citoplasmaticas que utilizan los complejos
de ESCRT (Endosomal sorting complex required for transport) en el reticulo
endoplasmico, se transportan al aparato de Golgi y en seguida salen de la célula a
través de la via secretora (Exocitosis). La proteina p7 es esencial para el
ensamblaje final de los viriones, funcionando como una viroporina que se inserta y
desestabiliza la membrana, facilitando la liberaciébn de los virus a través de la
membrana plasmatica. Cada célula infectada libera 100-1000 viriones infecciosos
por ciclo de replicacién (Harada et al., 2000). VDVB se replica de manera eficiente
en células epiteliales y polimorfonucleares del orden artiodactyla. La replicacion es
Optima en células bovinas, ovinas y caprinas, mientras que la replicacion es

menos eficiente en las células porcinas (Bolin et al., 1994).
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Endosoma temprano

Endosoma tardio
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Figura 4. Entrada mediada por endocitosis via clatrina (CME) se activa por la unién del virién a
receptores. Proteinas adaptadoras se unen ala clatrina y la concentracién local de éstas proteinas en la
cara interna de la membrana plasmatica, permite multimerizar a la clatrina para formar invaginaciones
caracteristicas (Clathrin-coated pit/CCP). Escision de las proteinas de membrana DNM1/Dynamin-1,
DNM2/Dynamin-2 pinchadoras, que liberan vesiculas revestidas de clatrina (CCV), que posteriormente
seran liberadas por Auxilina y Hsc70.Entra en contacto con el endosoma y vacia su contenido. El pH
endosomal é&cido y la unidén al receptor generalmente induce modificaciones estructurales de las
proteinas de superficie del virus que conduce a la penetracion del genoma en el citoplasma a través de
mecanismos de fusién o permeabilizacién (Modificado de expasy.org/viralzone).
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ii.vi Genotipos y Biotipos

Los avances en secuenciacion genética a finales de los ochenta permitieron
establecer dos genotipos de VDVB: el 1y 2, caracterizados por diferencias en las
zonas 5 UTR y los genes que codifican para las proteinas Npro y E2. Estos
analisis permiten tanto la clasificacion en las cuatro especies pestivirales: Virus de
la Diarrea Viral Bovina (VDVB) que se divide en 2 especies, Fiebre Porcina
Clasica (CSFV), Virus de la enfermedad de las fronteras del ovino (BDV).
Actualmente, el grupo de Schirrmeier y colaboradores (2004) han propuesto una
quinta especie por, pestivirus atipicos, representada por virus aislados en jirafa
que difiere significativamente en genoma y propiedades antigénicas (Peterhans et
al., 2010). La clasificacibn genotipica estd basada en la divergencia de las
secuencias genomicas virales, reveladas por los andlisis filogenéticos. A medida
que crecen las bases de datos de secuencias de pestivirus y se van incluyendo en
los analisis filogenéticos, se van formando mas grupos dentro de cada especie
(Ridpath y Bolin, 1998 y Vilcek et al., 2001).

El porcentaje de divergencia en secuencias completas de nucleotidos para
diferentes especies es de 29- 45.5% y para subgenotipos de 16.3- 25.4% dentro
una especie (Avalos et al., 2001). Cuando se evallan segmentos parciales, en el
caso de E2 se describen porcentajes de divergencia de 41.4- 67.8% entre
especies, 17.4- 40.8% entre subgenotipos y porcentajes menores que 18.8% entre
aislados dentro de un mismo subgenotipo (Becher et al., 1999). La divergencia
reportada para Npro se considera entre 36.2- 55.9% para diferentes especies
dentro del mismo género y de 16.2- 28.8% entre subgenotipos de la misma
especie. Para los estudios realizados para la region 5° UTR, describen porcentajes
de divergencia del 7.4- 23.4% para diferentes genotipos y menores a 14.8% para
subgenotipos (Becher et al.,, 1999). El analisis filogenético determina la clara
formacion de grupos y subgrupos genéticos dentro de la especie (Vilcek et al.,
2001). En la literatura se han establecidos 11 subgenotipos de VDVB tipo 1 (a-) y
2 subgenotipos del VDVB- 2 (a y b) (Peterhans et al., 2010, Decaro et al., Xia et
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al., 2011). Esta diversidad genética del VDVB esta asociada con la propension de
los virus RNA a modificaciones gendmicas como mutaciones y recombinaciones
(Peterhans et al., 2010). Estudios genéticos del VDVB, sugieren que el genotipo 2
fue originado a través de la acumulacion de dichas mutaciones; este genotipo es
prevalente en Estados Unidos de América y Canada, y se ha relacionado con
signologia hemorragica y alta mortalidad, causando una infeccion aguda severa,
muy similar a la enfermedad de las mucosas (Ridpath et al., 2006).

El andlisis de la region UTR 5 ha mostrado ser un método diagndstico mas
confiable y reproducible para la caracterizacion de aislados de VDVB y para poder
identificar subgenotipos virales predominantes en una zona determinada (Fulton et
al., 2005), asi mismo se han considerado otras regiones variables del genoma de
los VDVB como Npro, Erns, E1-E2 para, de este modo dirigir estrategias de
control como la aplicaciéon de vacunas contra un determinado subgenotipo (Stahl y
Alenius, 2012).

Por otro lado, las diferencias antigénicas de los virus de VDVB estan relacionadas
con las diferencias genéticas (Fulton et al., 2005), basadas en diversos estudios
seroldgicos como los realizados por Botton y su grupo de investigacion (1998),
ellos observaron que la similitud antigénica entre los virus es alrededor de 74.24%,
dado por un valor de porcentaje de neutralizacion homologa, que establecieron por
medio de ensayos de neutralizacion cruzada, mediante la utilizacion de
anticuerpos monoclonales (mAbs), comparando diferentes virus aislados de
campo y se concluyoé que no era posible definir serotipos. Previo a Botton y su
equipo de trabajo (1998), se realiz6 un andlisis antigénico comparativo con un
panel amplio de mAbs por Donis y colaboradores en el afio de 1991 y revelé que
existe una gran heterogeneidad antigénica entre virus aislados de campo. Behera
y colaboradores en 2010 realizaron pruebas de neutralizacién cruzada utilizando
antisueros contra cepas de VDVB procedentes de India, que circulan en diferentes
especies de rumiantes (vacas, ovejas, cabras y yaks) y muestran diferencias
antigénicas significativas solo entre cepas de VDVB 1y VDVB 2.

Por otro lado en Norteamérica, Pogranichniy y otros investigadores (2011)

mencionaron que la mayoria de las vacunas disponibles en Indiana, incluyen solo
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VDVB la o VDVB 1la y VDVB 2a, y no VDVB 1b que es el mds comunmente
aislado en los Estados Unidos de América las pruebas muestran que se inducen
bajos titulos de anticuerpos de 1b, en comparacion con los titulos de anticuerpos
del 1a y por lo tanto la proteccidén no es la adecuada, ademas de que no se sabe
en qué medida existe la reactividad cruzada entre subgenotipos, dificultando el
diagnéstico y las estrategias de inmunizacion (Botton et al., 1998, Ridpath et al.,
2010). Los estudios han mostrado diferencias antigénicas entre los subgenotipos
como lo demuestran las diferencias observadas en pruebas de neutralizaciéon
cruzada (Botton et al., 1998), unién de anticuerpos monoclonales (Donis et al.,
1991) y la respuesta de animales a vacunacion heterdloga (Pogranichniy et al.,
2011). En éste contexto no se sabe, si las variaciones de los subgenotipos son
suficientemente significativas como para tener un impacto en la deteccion o la
proteccion por vacunacion y sugiere gque la proteccion de las vacunas se puede
mejorar en base a la utilizacion de las cepas prevalentes de VDVB en las vacunas
elaboradas para una region determinada (Ridpath, 2010).
El VDVB, presenta dos biotipos diferenciados por sus efectos en cultivo celular:
biotipo citopéaticos (CP) y biotipo no citopéaticos (NCP), el biotipo CP, causa
vacuolizacion y muerte celular in vitro (Ridpath et al., 2001, Rondon, 2006), ver
figura 5. El virus predominante in vivo e invariablemente presente en animales
persistentemente infectados (Pl), es el NCP. Aunque ambos biotipos estan
presentes en el ganado, las cepas de VDVB pueden existir como uno de los dos
biotipos, citopatico y no citopético y una de sus presentaciones letales, en los CP
es la conocida como “enfermedad de las mucosas” que serd desarrollada en
animales persistentemente infectados, al adquirir una superinfeccién por un virus
homologo CP (Lambot et al., 1997, Chul et al., 2005).

Los virus citopaticos son poco frecuentes y generalmente se encuentran en
asociacion con brotes de la enfermedad de las mucosas. Se cree que las cepas
citopaticas surgen a partir de cepas no citopaticas, a través de eventos
mutacionales que resultan en la escision de la proteina viral NS2/3 en las
proteinas NS2 y NS3.
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Los virus NCP son caracterizados por la sintesis de la proteina NS2-3 (p125) y los

citopéticos por expresar la proteina NS3 libre. (Vilcek et al., 2000), Figura 6.
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Figura 5. Microfotografia de Células MDBK infectadas por ambos biotipos del Virus de Diarrea Viral

Bovina A. Virus no citopatico y B. Virus citopatico (Rondén, 2006)
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Figura 5. Rearreglos del genoma asociados con la generacion de virus CP. El inciso A, Indica un virus NCP
tipico y del inciso B al E, los 5 diferentes aislados generados por recombinaciéon de RNA (Lindenbach et al.
2007). NADL, Osloss, and CP1 se han encontrado inserciones celulares dando como resultado el
procesamiento de NS3. En el caso de Pe515CP and the CP9 DI RNA, Npro (caja negra) fue mediador del

procesamiento de NS3.
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ii.vii VDVB y sus efectos en el sistema inmune

El virus de la diarrea viral bovina tiene tropismo por macréfagos, monocitos,
células epiteliales, linfocitos T y B y células germinales. Tiene un efecto
iInmunosupresor que afecta principalmente la actividad de los linfocitos y otras
células presentadoras de antigenos, por mecanismos de evasion de la respuesta
inmune hacia la célula hospedera y un ejemplo claro de ello es el establecimiento
de la persistencia viral (Brackenbury et al.,, 2003). En una infeccién natural la
presentacion del antigeno se ve reducida, del mismo modo las moléculas co-
estimuladoras, asi como el numero de linfocitos T como consecuencia de la
induccion de la apoptosis en ellos, otros efectos en el sistema inmune dependeran
de la cepa viral que éste causando la infeccién (Chase, 2013). Al respecto se ha
estudiado in vitro, que los virus NCP estimulan la produccion de citocinas y
sustancias proinflamatorias de macrofagos sin embargo el efecto de la infeccion
del VDVB in vivo en los macréfagos y otras células polimorfonucleares, no es claro
(Peterhans et al., 2003).

Se ha descrito que el CD14, se ve disminuido en una infeccion viral. CD14 es un
receptor multifuncional constitutivamente expresado en la superficie de los
monocitos, macréfagos y neutréfilos. Tiene un papel clave en la respuesta de
defensa del hospedero frente a patdgenos microbianos, tiene especificidad para
lipopolisacaridos (LPS) y otros componentes derivados de la pared bacteriana
(Elsheikh, 2004).

Un aspecto importante de la infeccion por VDVB es la inmunosupresion que
aumenta la susceptibilidad del hospedero a infecciones virales o bacterianas
secundarias. La expresion del receptor de Fc (FCR) y del receptor de complemento
(C3R), la fagocitosis, la actividad microbicida y la produccion de factores
quimiotacticos se reducen de manera significativa en los macrofagos y neutrofilos
recuperados de bovinos infectados con VDVB. Los macrofagos expuestos al virus
in vitro reducen la expresion de FcR y C3R y su actividad fagocitica (Welsh et al.,

1995). In vitro cepas NCP inducen la generacion de 6xido nitrico (NO) y regulan la
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produccion de factor de necrosis tumoral en los macrofagos (Adler et al., 1997,
Glew et al., 2003, Elsheikh, 2004). Para continuar en los esfuerzos para evaluar el
efecto de la infeccién por VDVB en los parametros inmunolégicos in vitro, se
estudi6 el efecto de VDVB en las funciones de los macréfagos alveolares bovinos
(M®), ver tabla 1.

Efectos in vitro por la infecciéon de VDVB sobre las funciones celulares en
Macréfagos bovinos (M®)

Efecto NCP
Sintesisde IFN de tipo | =

Induccion de apoptosis

Sintesis de ProstaglandinaE
- 2 =: No efecto (Comparado con el control)

+

Sintesis de NO después de

tratamiento por LPSo S. dublin T"‘ - Incrementado

Sintesis de TNFa después del -
tratamiento por LPS l¢ - Disminuido

Produccion de Superoxido
inducido por PMA

1l
0
<« ¢« <«— —> —>-—>3

— — —
<>

Actividad procoagulante
inducida porS. dublin

Actividad inhibitoria de IL-1 (.
inducida por LPS
Citocinas inducidas por l l
quimiotaxis

Tabla 1. Funciones que se han alterado de manera similar por virus CP, asi como con NCP mientras
qgue otros fueron influenciados en una forma especifica dependiendo del biotipo (Adler et al., 1996;
Peterhans et al., 2003)

El virus modula mediante sus proteinas no estructurales, el nivel de sustancias
proinflamatorias como el Leucotrieno B4 (LTB4), la Prostaglandina E2 (PGE?2), la
migracion aleatoria de Neutrofilos, disminucion de la secrecidon de inmunoglobulina
en la circulacion, disminucion de la expresion de complemento y los receptores Fc,
disminucién de la quimiotaxis, la inhibicion de la formacion de leucotrienos y el
IFN-a/f3, ademas de la supresion de algunos genes que regulan el sistema inmune
con respuesta antiviral como los ISGs (interferon-stimulated genes) (Glew et al.,
2003; Weiner et al., 2012).
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Se ha sugerido por diversos estudios que la proteina Npro interfiere con la
respuesta primaria celular, funcionando ésta como un antagonista de interferén
(IFN-a/3), estableciendo la infeccion persistente y la inmunotolerancia. En un
animal infectado persistentemente se puede desarrollar una variante CP del virus
o bien puede ser superinfectado con un virus homologo CP (Smirnova et al., 2008;
Larsson, 2010).

La proteina Npro ejerce su actividad de proteasa en células infectadas y tiene
como blanco al factor IRF3, que es un factor de transcripcion clave involucrado
con la respuesta antiviral que se expresa de manera constitutiva en el citoplasma 'y
es activado por el reconocimiento de RNA de cadena simple por el receptor
citoplasmico RIG1 (Retinoic acid-induced gene 1), activando la funciéon de MAVS
(Mitocondrial antiviral signaling protein) que es una proteina adaptadora

mitocondrial, que tiene la funcién de desencadenar la produccion de interferones.

El IRF3 activado migra al nucleo, donde se forma un complejo con el co-activador
de transcripcion CBP/p300, que conduce a la activacion transcripcional del IFN-a y
los genes de IFN-B (Figura 7), Npro lo ubiquitina dirigiéndolo a su degradacién por
el proteasoma y de éste modo afecta la sintesis de IFN (Hilton, 2006; Seago et al.,
2007).

.
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Figura 6. Debido a su papel crucial en la respuesta innata, IRF3 es el objetivo de muchas proteinas
virales. Algunas proteinas virales interactian con IRF3y evitan su fosforilacion, mientras que en otros
casos como VDVB el IRF3 es dirigido al proteosoma para su degradacién (Chen et al., 2007;
expasy.org/viralzone)
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La infeccion durante el desarrollo fetal se produce en la ausencia de una
respuesta funcional, de tal modo que el virus se establece como una infeccion
persistente, por un virus NCP que tiene la capacidad de evitar la induccion de
interferon (IFN) y un mecanismo para llevar a cabo éste bloqueo es por medio de
la accion de la Erns secretada que se une a RNA de doble cadena (dsRNA) y
degradarlo, para evitar ser detectado por los TLRs (TLR7/8) de la respuesta
innata, de ése modo regula su replicacion y también afecta la sintesis del IFN (La

Rocca et al., 2005), ver figura 8.

La infeccion fetal se establece en etapas tempranas de la gestacion, mediante
mecanismos que no estan completamente dilucidados, sin embargo se sabe que
se establece antes del desarrollo del sistema inmune competente, dando como
consecuencia animales persistentemente infectados (Pl), con viremia vy
susceptibilidad a infecciones secundarias y superinfecciones por virus homologos
(Webb, 2012).

El desarrollo de la infeccidn persistente es una estrategia utilizada por éstos virus
para evadir la respuesta inmune del hospedero, y el establecimiento de un

reservorio de la infeccion en una poblacion (Sminorva et al., 2008)
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de RNA (Larsson, 2010)
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ii.viii Epidemiologia y signos clinicos de la enfermedad

El virus de la Diarrea viral bovina es transmitido de manera horizontal de un
animal susceptible a otro, por secreciones via oral y nasofaringea, o iatrogénica
(por palpacién rectal, inyecciones con agujas y vacunas contaminadas). Los
signos clinicos varian de asintométicos, signos transitorios leves a enfermedad
aguda grave con signos entéricos, hematopoyéticos, trombocitopenia y
hemorragia, problemas en el aparato reproductivo o respiratorio, hasta una forma
clinica muy grave llamada sindrome hemorragico o enfermedad de las mucosas
(MD), que fue descrito por primera vez durante la década de 1990 asociada con
virus de diarrea viral del tipo 2 (Chul et al., 2005). Este sindrome se caracteriza
por fiebre, neumonia, diarrea y muerte. El virus puede causar enfermedad severa

con una alta mortalidad en todos los grupos de edad (Tautz et al., 1998).

Por otro lado también se puede transmitir de manera vertical de la madre al feto,
en el primer tercio de la gestacion, dando como resultado a un becerro PI. De éste
modo se tienen definidos 3 sindromes que causa el virus de la diarrea viral bovina
gue dependen de diversos factores como lo son la cepa viral, el hospedero y las
condiciones medioambientales: Diarrea viral bovina (o infeccidn postnatal
primaria), infeccion fetal o in utero y la enfermedad de las mucosas (Potgieter,
1988), ver figura 9.
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Figura 8. Diferentes sindromes ocasionados por la infeccién con VDVB. La
infeccién posnatal es la forma clasica de la enfermedad, la cual resulta en
infeccion subclinica o enfermedad severa. El desarrollo de la infeccion
persistente se debe a la exposicion al virus en el primer tercio de la gestaciéon

(Potgieter, 1988).
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La infeccion fetal con VDVB puede tener diferentes consecuencias dependientes
del momento de la exposicién al virus durante la gestacion y estan asociadas con
la diseminacién transplacentaria del virus. Durante la viremia el virus invade los
placentomas, se replica en el trofoblasto y cruza la placenta para llegar al feto. El
VDVB, de 0 a 45 dias puede ocasionar: Muerte embrionaria; de 45 a 175 dias:
Aborto, inmunotolerancia y defectos congénitos; de 125 a 285 dias: Abortos,
nacimiento de terneros débiles, aunque también pueden nacer terneros normales
con anticuerpos neutralizantes pre-calostrales para VDVB (Grooms, 2004), ver
figura 10. El antigeno viral ante la infeccion de hembras gestantes se ha detectado

en el Utero, placentomas, membranas y 6rganos fetales (Fredriksen et al., 1999).

El VDVB presenta alto tropismo hacia células germinales de ambos sexos. La
contaminacion del semen con éste virus obedece a que éste se replica en la
vesicula seminal y la glandula prostatica, por lo tanto, el semen infectado se ve
alterado en su calidad, observandose disminucién de la motilidad espermética y
aumento en el porcentaje de anormalidades morfolégicas de los espermatozoides
(Da silva et al.,, 1995). El empleo de toros infectados de forma aguda o
persistentemente infectados para la monta natural o fertilizacién es un factor para

la diseminacion de la infeccién.

En otras especies susceptibles como ovinos y caprinos, el VDVB, dafa el
endotelio vascular materno en los primeros 10 dias de la infeccién y los residuos
celulares resultantes son ingeridos por el trofoblasto fetal, puede causar de una

moderada a severa, placentitis y a menudo necrotizante (Webb, 2012).
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Figura 9. Posibles eventos producidos por lainfeccidn de diarrea viral bovina, durante la gestacién
bovina (Modificado de Ronddn, 2006 y Downey et al., 2009)
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ii.ix Diagnostico

Dentro de los métodos diagndsticos se tienen disponibles una gran diversidad de
ellos y son herramientas para establecer las diferencias antigénicas y bien
diferenciar las especies pestivirales, sin embargo el andlisis de las secuencias de

nucledtidos es el criterio mas fiable.

ii.ix.i Aislamiento viral

La técnica de aislamiento viral fue desarrollada en el siglo pasado, cuando se
logré la propagacion in vitro de células humanas, como una alternativa del uso de
embriones de pollo y el uso de animales de laboratorio para el aislamiento viral,
desarrollando asi los cultivos celulares. Los cultivos celulares derivan de células
tomadas de un tejido y disgregadas por vias enzimaticas y mecanicas, proveyendo
de un gran numero de células para dicho fin, manteniendo su inocuidad de la
contaminacion por otros microorganismos, por el uso de antibioticos y equipo que

mantiene una atmésfera de “aire limpio” (Hsiung, 1984, Leland y Ginocchio, 2007).

Es una técnica considerada como el “estandar de oro”, por evidenciar al virus
como agente causal. El virus de la diarrea viral crece rapidamente en diversas
lineas celulares y ha sido uno de los métodos diagnosticos mas utilizados, sin
embargo tiene un alto costo, su ejecucion es laboriosa y se pueden presentar
dificultades en el aislamiento de cepas de campo, debido a que pueden existir
lineas celulares persistentemente infectadas con VDVB (Sandvik, 1999, Uryvaev
et al., 2012) o sueros fetales bovinos contaminados con el mismo (Polak et al.,
2008) El aislamiento se realiza a partir de suero, sangre, tejidos fetales, piel,
secreciones como descarga nasal, secrecion vaginal, semen entre otros (Saliki y
Dubovi, 2004).
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ii.ix.ii Deteccion de Antigeno

Los antigenos virales son detectados por inmunohistoquimica en tejidos, biopsias,
muescas de oreja, improntas y cultivos celulares, mediante el empleo de mAbs o
anticuerpos policlonales marcados con alguna molécula fluorescente o acoplados
a peroxidasa y visualizados por inmunofluorescencia (IF) o inmunoperoxidasa (IP)
y con ello se puede confirmar el aislamiento viral, ya que algunas cepas pueden

no inducir efecto citopatico (Houe et al., 2006).

Las biopsias y muescas de oreja han provisto una herramienta en la deteccion de
niveles altos de viremia y antigenemia en animales Pl y no se ven afectados por la
presencia de anticuerpos calostrales (Munoz-Zanzi et al., 2000). La toma de
muesca de oreja ha resultado ventajosa ya que es etiquetado el animal que ha
sido diagnosticado y a la vez se realiza el muestreo del tejido (Kuhne et al., 2005)
La identificacion de los animales PI, es un reto importante ya que representan un
riesgo permanente en los hatos y su eliminacion podria establecer un control y el

establecimiento de buenas medidas de bioseguridad (Fulton et al., 2009).

Otra técnica de deteccidén de antigeno a través de suero, es mediante el uso de la
técnica de ensayo inmunoenzimatico acoplado a enzimas (ELISA) de captura
(AC), la cual emplea mAbs y tiene como fundamento inmovilizar un antigeno en
particular, como pueden ser proteinas de superficie (Erns) u otra proteina no
estructural, como NS3 o la Erns (Sandvik, 2005). Los sistemas de ELISA
producen una reaccién colorimétrica medida por valores de densidad 6ptica (OD)
corregida o relativa y tienen la ventaja de ser técnicas rapidas y mas econoémicas,
ofreciendo una alta sensibilidad y especificidad y es muy utilizada para el

diagndstico a partir de muescas de oreja (Houe et al., 2006)

.
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il.ix.iii Deteccién de Anticuerpos

Se realiza mediante la utilizacion de pruebas seroldgicas, que tienen la capacidad
de medir titulos de anticuerpos, como la virus-neutralizaciéon (VNTs) o ELISA. Los
resultados son muy variables ya que existe una gran diversidad antigénica entre

las diferentes cepas (Saliki y Dubovi, 2004).

ii.ix.iv Seroneutralizaciéon

Determina el titulo de anticuerpos capaces de inhibir la replicacién viral en cultivo.
Al emplear cultivos celulares se debe certificar que estén libres VDVB. Los
anticuerpos detectados estan dirigidos contra epitopes de la proteina E2, la cual
es una de las regiones mas variables del genoma entre las diferentes cepas,
haciendo que los resultados de seroneutralizacion sean variables entre las
diversas cepas y aislados virales. Es una técnica laboriosa y resulta ser muy
costosa debido a que es necesario contar con herramientas para el cultivo celular.
(Houe et al., 2006)

ii.ix.v Deteccidon de genoma

La presencia de RNA es principalmente detectada por medio de la prueba de
transcriptasa reversa y reaccion en cadena de la polimerasa, (RT-PCR). Que
ofrece una alta sensibilidad, por lo que puede ser adecuada para muestras con
una baja cantidad de virus como leche y grupos de muestras de suero o plasma.
La amplificacion por PCR se fundamenta en la capacidad de que oligonucledtidos
especificos se unan a secuencias blanco como la UTR 5 y NS2-3, que se
encuentran altamente conservadas entre los diversos virus de VDVB (Vargas et
al., 2009).
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La RT-PCR ha tenido amplia distribucion como método de diagndstico y a su vez
es utilizada para realizar genotipificacion de cepas, permitiendo distinguir
genotipos y subgenotipos (Saliki y Dubovi, 2004). Para la realizacion de esta
prueba se emplean diversas muestras como leche, érganos homogenizados,
exudados, sangre, suero, biopsias entre otros, posteriormente el RNA viral se
purifica y se transcribe a DNA complementario (cDNA), mediante el uso de
enzimas transcriptasa reversa y poder ser utilizado como cadena molde para el
PCR.

ii.x Control y prevencion

La utilizacién de pruebas diagndsticas en los programas de control permiten la
vigilancia y su monitoreo, la combinacion de varias técnicas asegurara la
identificacion de los animales Pl (Pogranichniy et al. 2011). Algunos paises han
instaurado programas de erradicacion de la enfermedad, basados en conocer las
cepas circulantes en rumiantes silvestres, realizando investigaciones seroldgicas
y virolégicas de VDVB y saber acerca de las posibles interacciones entre los
rumiantes domésticos y silvestres, asi como los biotipos presentes y su

distribucion geografica (Casaubon et al., 2012).

Otros paises como Suecia, Noruega, Dinamarca, Finlandia y Austria, utilizan
programas de erradicacion, que estan basados en los rebafios cerrados y la
eliminacién de animales Pl y mantener sus condiciones de bioseguridad cuando
es necesaria la introduccion de animales, cuarentenando para controlar la

expansion entre los rebafios (Kampa, 2005).
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ii.x.i Vacunacion

El principal objetivo de la vacunacion es inducir un nivel suficiente de inmunidad
protectora para prevenir la infeccion transplacentaria de los fetos y el nacimiento
posterior de animales Pl (Reber et al., 2006). La vacunacién asegura que la
proteccion de un grupo aumente y que la infeccion natural disminuya, sin embargo
hay dificultades en la ejecucion de los programas de vacunacion, se ha reportado
por diversos autores que en paises como Canada, Bélgica, Alemania y Japon, una
alta presencia de VDVB tipo 2 y la mayoria de las vacunas disponibles utilizan
virus del tipo | (Pellerin et al., 1994; Letellier et al., 1999; Ridpath et al., 2000,
Tajima et al., 2001).

En México existen vacunas de virus activo y vacunas de virus inactivo, que la
mayoria refiere que contiene virus citopético, no citopatico y virus tipo | y tipo I
(PLM, 2012), los laboratorios que producen estas vacunas no describen las cepas
utilizadas para su elaboracion (Ver Tabla 2 y Tabla 3) y no se sabe si han sido
eficaces ya que no existe evidencia de una reduccion significativa en la
seropositividad reportada y de los casos reportados con signos clinicos de la
enfermedad tampoco hay disminucién y por lo tanto no existe un control de la
infeccion (Vargas et al., 2009) creando ademas el riesgo de recombinacion entre
las cepas vacunales y las cepas de campo (Reza, 2010, Pogranichniy et al., 2011)

.
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RESPUESTA COSTO EN
NOMBRE DE LA VACUNA LABORATORIO TIPO DE ANTIGENO INMUNE QUE
PESOS MXN
PRODUCE

Pyramid® sMLV Boehringer Ingelheim Virus activo modificado de Diarrea Viral Bovina Celular 10 dosis:
Reg. SAGARPA B-0171-145  Vetmedica [BVD) cepa Singer tipo | y cepa 5912 tipo Il $400.00
Arsenal® 4.1 Novartis Salud Animal, Contra DVB tipos 1 y 2 virus activos modificados Celular 10 dosis:
Reg. SAGARPA B-0715-044 S.A.de CV. $675.00
Bayovac BRSV VAC 4mr BAYER DE MEXICO, S. A. Virus de la diarrea viral bovina activo modificado Celular 10 dosis:
Reg. SAGARPA B-0615-032 deC. V. (DVB). $455.00
Bovimune Protector® 5 Lapisa, 5.A. de CV. Virus vivos modificados de Diarrea Viral Bovina Celular 10 dosis:
Reg. SAGARPA B-2083-021 (DVB) tipo Iy tipo Il $385.00
Express® FP 5 Hs Boehringer Ingelheim Vacuna combinada con virus vivos modificados Celular 10 dosis:
Reg. SAGARPA B-0171-018  Vetmedica de DVB tipos 1y 2 $385.00
Titanium 5 Virbac Vacuna multiple liofilizada de Celular 10 dosis:
Reg. SAGARPA B-0042-028 Virus vivo modificado de Diarrea Viral Bovina $365.00

Tipo | cepa Oregon C24V

Virus vivo modificado de Diarrea Viral bovina

Tipo Il cepa 296
Jencine 4 Intervet Virus activo modificado de diarrea viral bovina Celular 10 dosis:
Reg. SAGARPA Q-0552- tipo 1 (BVD) 1.0 x 1037 FAID50 $298.00
052
Bovishield +one shot Pfizer Vacuna a virus vivo modificado, diarrea viral Celular 10 dosis:

bovina, parainfluenza 3 y virus respiratorio $443.00

sincitial bovino y pasteurelosis ocasionada por
Pasteurella (Mannheimia) haemolytica A

Tabla 2. Vacunas de virus activos, atenuados (PLM, 2012)

E
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TIPO DE ANTIGENO

RESPUESTA
INMUNE
QUE
PRODUCE

COSTOEN
PESOS MXN

VIRASHIELD ® 6 Novartis Salud Animal, Cultivos inactivados, altamente Humoral 10 dosis:

Reg. SAGARPAB-0715- S.A.deCV. antigénicos de virus de diarrea viral $480.00

013 bovina (DVB) (tipo 1 no citopético y tipo 2

citopatico y no citopatico)

Bayovachorizon9 con BAYER DE MEXICO, S. Virus inactivado de diarrea viral bovina Humoral de 10 dosis:

prolong A.deC.V. (DVB). $795.00

Reg. SAGARPA B-0615- de 25 dosis:

004 $1,580.00

Boviral-3 LABORATORIOS virus inactivados de DVB (Diarrea Viral Humoral 10 Ds-50

Reg. SAGARPA B-1069- TORNEL,S.A. Bovina) DVB cepas citopatica NADL (TIPO ml: $473.00

019 1) y cepa no citopatica New York (TIPO 2) 50 Ds—250
ml: 1,787.00

Triangle® 9+ BVD Tipo  BoehringerIngelheim  Virus inactivado de Diarrea Viral Bovina Humoral 10 dosis:

I Vetmedica (BVD) Cepa Singer tipo | y cepa 5912 tipo $370.00

Reg. SAGARPA B-0171- 1.

141

Elite® 9Hs BoehringerIngelheim  Contieneantigenosinactivados de virus Humoral 10 dosis:

Reg. SAGARPAB-0171- Vetmedica de diarreaviral bovina (BVD) $500.00 ~

108

Tabla 3. Vacunas de virus inactivos (PLM, 2012)

E
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lIl.Objetivos

iii.i Objetivo general

v Caracterizar genotipicamente aislados de Virus de Diarrea viral bovina en

muestras de bovinos recién nacidos no vacunados

v Propagar virus de referencia (ATCC)

v Obtener como antigeno los virus de referencia y vaclUnales para
estandarizar la RT-PCR.

v’ Estandarizacion del RT-PCR

v’ Verificar la identidad de los productos por secuenciacion.

v' Genotipificar los virus aislados

v" Analizar filogénicamente las secuencias obtenidas

.
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V. Justificacion

En México se sabe poco acerca de los agentes infecciosos que causan el aborto y

enfermedad respiratoria en ganado bovino (Meléndez et al., 2010).

Existen pocos estudios que revelen la prevalencia, no existen disponibles
estudios que mencionen las cepas circulantes presentes en el ganado bovino y en
otras especies susceptibles a la infeccion por VDVB de México (Escamilla et al.,
2007).

Las vacunas existentes no reportan evidencia de una reduccién significativa en la
seroprevalencia reportada (Vargas et al., 2009), sumada al hecho de que la
mayoria de las vacunas comercialmente disponibles, se producen en base a un
par de aislados pertenecientes a los genotipos de VDVB 1 y en menor medida a
subgenotipos, lo que permite pensar que la poblacion bovina vacunada no estaria
totalmente protegida. Los diversos estudios han mostrado alta variabilidad
antigénica del VDVB, diferencias antigénicas entre los subgenotipos, como lo
demuestran las pruebas de neutralizacion cruzada (Botton et al., 1998), unién de
anticuerpos monoclonales (Donis et al., 1991) y la respuesta de animales a
vacunacion heterologa (Pogranichniy et al., 2011). En éste contexto no se sabe, si
las variaciones de los subgenotipos son suficientemente significativas como para
tener un impacto en la deteccion o la proteccion por vacunacién y sugiere que la
proteccion de las vacunas se puede mejorar en base a la utilizacion de las cepas
prevalentes de VDVB elaboradas para cada region (Ridpath, 2010). La
caracterizacion de los virus de diarrea viral bovina de México, permitira conocer
las cepas de campo circulantes, con el fin de establecer pruebas diagnésticas mas
especificas y el desarrollo de vacunas seguras y efectivas, con la finalidad de

establecer un control y erradicacion del VDVB.
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V. Material y métodos
v.i Virus y lineas celulares

Propagacion de virus de referencia cepa NADL de Diarrea viral bovina (No.VR-
1422 ATCC) y SINGER (Ramirez, Mendoza H), en cultivo celular Madin Darby
Bovine Kidney (MDBK catalogo CCL-22 de ATCC)

v.ii Crecimiento y mantenimiento de la linea celular MDBK (Madin Darby Bovine
Kidney, catalogo CCL-22 de ATCC)

Se descongelo6 la linea celular a 4 °C y posteriormente se centrifugd a 1500
revoluciones por minuto (rpm) en una microcentrifuga (Eppendorf Centrifuge 5415
R) posteriormente el boton celular se resuspendid en 1 ml de medio de
crecimiento Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, GIBCO 12800-07) al 10%
de suero fetal equino (SE, Horse fetal serum, GIBCO 16050122), dentro de un
gabinete de bioseguridad nivel Il (Nuaire: UN-425400) y se vertié con una pipeta
serolégica a una botella de 25 cm? (Sarstedt 83.1810), que contenia 4 ml de
medio de crecimiento pre incubado a 37 °C, se coloco en una incubadora de CO,
(NUAIRE US Autoflow automatic CO, incubator: UN-4750) con una atmosfera de
CO; del 0.5%, a una temperatura de 37°C y se dejo incubar 72 horas hasta
obtener una monocapa confluente del 80 al 100%, posteriormente se decanto el
medio del lado contrario a la monocapa, se agregd 0.5 ml de una solucion de
lavado EDTA 0.5 M para retirar células muertas y detritus celular, se dejo incubar
a temperatura ambiente por 1 minuto, se decant6 la solucion, se adicioné 0.25 ml
de solucion de desprendimiento de Tripsina EDTA 0.25% (ATCC, Cat. 30-2101) y
se incubo por 5 minutos a temperatura ambiente, con la finalidad de promover el
rompimiento de los enlaces intercelulares facilitando el desprendimiento de la
monocapa, se colectdé con una pipeta seroldgica estéril, se pasé a un tubo de
polipropileno de 1.5 ml y se centrifugd a 1500 rpm para retirar la tripsina,
posteriormente se resuspendid en medio de crecimiento para subcultivar y se

distribuyeron en nuevas botellas de 25 cm?. Esas botellas a su vez se crecieron en
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el medio de mantenimiento DMEM al 8% de suero fetal equino (SE), para
posteriormente ser crecidas en botellas de 75cm? con un volumen final de de 15
ml por botella, para obtener un “Stock de células” y ser utilizadas para la
propagacion del virus de referencia (Payment y Trudel, 1993). Se mantuvieron en
crioviales a -70 °C, en medio de congelacion preparado con DMSO al 10%
(Dimethyl sulfoxide ATCC, cat. No. 4-X-5) en SE, ver Figura 11.

= Remocién del Medio de
Formacién de la monocapa Crecimiento ylavado con

solucion de EDTA .M

Adicionar :ohl:lon

de lavado ¢
incubar 1 min
Subeultivacién

. Remover uim
Centrifugar a YR :. d
1500 rpm x 15 min 5
Resuspensién con medio lh w
nmu‘nlmiem para conteo, Redondamiento de células

después de la incubacién

Figura 10. Diagrama de flujo, propagacion y mantenimiento de la linea celular (Payment y Trudel,
1993)

v.iii Conteo celular

Se tom6 0.4 ml de una suspension celular con una micropipeta (Eppendorf
Research plus) de una de las botellas con una monocapa confluente (80-100%)
en un tubo de polipropileno (Axygen MCT-150-C) de 1.5 ml y posteriormente se
adiciono6 0.1ml de colorante azul tripano, se homogenizo6 y se tomé 10 ul para cada
camara del hemocitometro de Neubauer y fueron llenadas por capilaridad. Se
contaron las células birrefringentes o blancas (vivas) que fueron observadas en
cada uno de los cuatro cuadros de esquina (cuadros 4x4) y separadamente las
células azules (muertas). Las células localizadas en los margenes externos de
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cada esquina fueron incluidas en la cuenta. La cuenta total de células para los

cuatro cuadros 4x4 se encontrd entre 100 y 200 células.
Se calcularon los resultados de la siguiente manera:

Células por ml = Cuenta total de células vivas + NUmero de cuadros 4x4

evaluados x factor de dilucion x 10x104.

Células totales = Células por ml x volumen (en ml) total del cual fueron extraidas

las células evaluadas.

Se realizé el conteo para familiarizarse con las condiciones necesarias para la
supervivencia y proliferacion celular y de este modo establecer las condiciones
minimas de cultivo para un comportamiento celular adecuado (Payment y Trudel,
1993).

v.iv Propagacion de virus de referencia

Se infectaron botellas de 25 cm? con 0.1 ml del virus semilla, dejando incubar el
inoculo a 37 °C en agitacion (Agitador orbital, Fine PCR, Daigger CR 100) para
promover la adsorcion del virus, en un periodo de 1 hora, posteriormente se
decantod el inoculo y se completé con medio al 2% de SE y se incub6 a 37 °C en
atmosfera de CO, y se registr6 su efecto citopatico: 24, 48 y 72 horas post
infeccion (p.i). Se cosechod el virus a las 72 horas, se mezclé por pipeteo hasta
desprender mecanicamente las células que estaban adheridas a la botella de
cultivo, se transfirio la suspension celular a tubos tipo Falcon de 15 ml
(62.553.001, Sarsted) y se sonicaron por 10 minutos (Electroporador,
Branson/5510) para separar el detritus celular del virus se centrifugd a 1500 rpm

(revoluciones por minuto), en una centrifuga refrigerada (Sorvall, Legend RT).

.
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v.v Titulacion de virus por el método de Dosis Infecciosa 50 (DICTso/ Dlsg)

La infectividad de las suspensiones virales se determind en monocapas de
células, crecidas en placas de 96 pozos en medio D-MEM con 2% de suero fetal
equino (SE). Los pozos se infectaron con diluciones seriadas de la suspensién
viral 1:3 en medio fresco D-MEM con 2% de SE, hasta una dilucion final de 1.3 X
10, incubandose 1 hora para permitir la adsorcion del virus, en agitacién
(Agitador orbital, Fine PCR, Daigger CR 100), retirando posteriormente el inoculo
y agregando medio fresco (DMEM-2%SE), cada ensayo se realizé por
cuadruplicado. Las placas se incubaron hasta la observacion del efecto citopatico
hasta las 72 horas ver Figura 12. El titulo viral se expresé en DICT50 y se

determind utilizando la formula de Reed-Muench (Payment y Trudel, 1993).

Formula de Reed-Muench, DICT 50%, punto final es igual a:

(% positivos arriba de 50%) . 50%

Dilucidon donde + X log 101

ECP es >50% (% positivos arriba de 50%) =(% positivos abajo del 50%)

F
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Figura 11. Esquema de placa y diluciones realizadas para la titulacién
por DICT50 (Payment y Trudel, 1993)

v.vi Viabilidad celular por liberacion de cristal violeta

La infectividad de las suspensiones virales se determind en monocapas de células
MDBK, se crecieron en placas de 96 pozos en medio D-MEM con 2% de SE. Los
pozos se infectaron con diluciones seriadas de las suspensiones virales 1:3 en
medio D-MEM con 2% de SE, hasta una dilucion final de 1.2 X 10-6, incubandose
1 hora para permitir la adsorcion del virus, en agitacion (Agitador orbital, Fine
PCR, Daigger CR 100) retirando posteriormente el inoculo. Cada ensayo se
realizé por cuadruplicado. Las placas se incubaron hasta la observacion de ECP
(3 dias). Se fijaron con metanol frio 5 minutos y posteriormente se tifieron con
cristal violeta (PBS 1% cristal violeta, etanol 75%) durante 20 minutos, se lavo con
agua corriente, el colorante se liberé con acido acético al 10% disuelto en agua
destilada. Se determiné la densidad 6ptica (DO) a 620 nm, en un lector de ELISA

(Modelo Multiskan ex - corporation Thermoelectron). Se calcul6 el porcentaje de
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viabilidad de las células infectadas, usando la DO obtenida en el testigo negativo
como el 100% de viabilidad.
El método esta basado en el principio de que las células que se encuentran sanas
0 con sus membranas intactas no se tefiiran y podran excluir el colorante, en el
caso de las células muertas se encontraran tefidas por cambios en la
conformacion en su membrana, que permiten que se internalice el colorante
(Stoddart, 2011).

v.vii Extraccion de RNA viral de vacunas comerciales por el método de Trizol

Se obtuvieron vacunas comerciales que referian contener Virus de Diarrea Viral
Bovina tipo | y Il, citopatico y no citopatico (Bovimune Master L5 — Lapisa,
Bovishield gold — Pfizer, Bayovac Horizon 9 — Bayer, Pyramid 10 — Fort Dodge),
las cuales fueron utilizadas para la obtencién de RNA.

Se centrifugd 2ml de cada una de las vacunas, una vez hidratadas de acuerdo a
las instrucciones del fabricante a 14000 rpm, en tubos de polipropileno de 2 ml,

libres de DNasas, RNasas y se realizd como sigue:

e Se agreg6 0.5 ml de trizol a la pastilla obtenida por centrifugacion, se dejo
incubar 15 min, posteriormente se agregdé 250 ul de cloroformo puro de
grado molecular y se mezclé en vortex en un periodo de 1 min, se
centrifugd a 10 000 rpm (centrifuga refrigerada Sorvall, Legend RT), se
colecté el sobrenadante y se coloco en un tubo de 1.5 ml que contenia
isopropanol absoluto frio de grado molecular y se mantuvo a -20 °C toda la
noche, para precipitar eficientemente el RNA, se centrifugé a 10 000 rpm
por un periodo de 10 min y se decanto el sobrenadante para asi poder
lavar el boton de RNA con 1 ml de etanol al 75% (J.T Baker), se mezclé
por inversién y se centrifugd por 5 min a 10 000 rpm, se decanté y dejo
secando hasta que se evaporo el etanol, el tubo se coloc6 horizontalmente

y abierto sobre una toalla de papel absorbente limpia, por un periodo de 15

g
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min, posteriormente se hidrato el boton con 50 ul de agua DEPC y se

conservo a -70 °C, hasta su uso.

v.viii Verificacion de la integridad del RNA y cuantificacion

Se verifico el RNA obtenido en geles de agarosa al 0.7% (16500100 ultrapure
agarose, invitrogen), corridos a 80 Volts (V), en una camara de electroforesis (Owl
easy cast B1l, Thermo scientific), conectada a una fuente de poder (EC105,

Thermoelectron) para validar los métodos de extraccion de RNA utilizados.

Se carg6d 5ul de muestra con 1 pl de buffer de carga 6X (10482028 racklt
Cyan/Orange Loading Buffer 6x, Invitrogen), en cada pozo del gel y se dej6
corriendo a 80 V, en un tiempo de 40 min que es el tiempo en el que llegdé a migrar
hasta % del gel de agarosa. Finalmente se tifio con una solucion de bromuro de
etidio de 0.5 pg/ml (15585011 UltraPure™, Invitrogen 10 mgml Ethidium
Bromide) para observar la integridad del RNA.

El RNA obtenido fue cuantificado utilizando un espectrofotometro de pedestal
(Nanodrop 2000, Thermo scientific).

Para la cuantificacién de acidos nucleicos, se utiliz6 el software del equipo que
integra la ecuacion de Lambert-Beer modificada con un factor de correccion de

unidades de nanogramo por microlitro (ng/microlitro).

La ecuacion modificada para los célculos de acido nucleico es la siguiente:
c=(A*¢g)lb

¢ = La concentracion de acido nucleico en ng/microlitro

A = La absorbancia

€ = La longitud de onda dependiente del coeficiente de extincion en ng/microlitro

b = La longitud de recorrido en cm

El coeficiente de extincién para RNA: 40 ng-cm/ul

5
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v.ix Sintesis del cDNA método de transcriptor Roche
Para la estandarizacion de los RT-PCR, se realiz6 inicialmente la sintesis de DNA

complementario a partir de RNA total, utilizando el kit comercial Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit (04379012001 ROCHE), adicionando los componente

con base a la tabla 4 y con las instrucciones:

e Se realiz6 una mezcla inicial de cadena molde desnaturalizado y cebador,
con 5 yl de RNA, mas 2 pul de oligonucleotido especifico reversa (VDVB
UTR 5’) y 6 pl de Agua de grado molecular, que fue mezclada por pipeteo
por 10 ocasiones para obtener una mezcla homogénea, la mezcla fue
incubada en el termociclador Mastercycler gradient a 65°C por 10 minutos
y se paso a hielo, posteriormente se realiz6 una mezcla maestra “sintesis
de cDNA” para las muestras segun Tabla 6. Secuencias y tamafio de
fragmento esperados para los cebadores especificos de VDVB, por cada
reaccion de sintesis y se dispens0 7 ul a cada tubo de reaccion,
posteriormente se incubd
30 min a 55°C, 85° C por 5 minutos, para inactivar la Transcriptor Reverse
Transcriptase. Finalmente se coloco en hielo para detener la reaccion y se

conservo a -20°C, hasta su uso.

Componente Volumen de reaccién

RNA Sul

Iniciador especifico Reversa (0.6uM) 2l
Agua de grado molecular 6ul
Transcriptor Reverse transcriptase Reaction 4ul

Buffer, 5X

Protector RNase inhibitor 0.5ul
Deoxynucleotide Mix (10 mM) 2ul

Transcriptor Reverse Transcriptase (20 U/ul) 0.5ul

Tabla 4. Componentes de la reaccion de sintesis de cDNA método de transcriptor Roche.
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v.Xx Sintesis del cDNA método de SuperScript™ |l Reverse Transcriptase

Se realizé una mezcla con un volumen final de 20 ul por reaccion en la que se
utilizé 5ul de RNA y se agregaron los componentes de acuerdo a la tabla 5, la
mezcla fue incubada en el termociclador Mastercycler gradient a 65°C por 5 min y
se paso6 a hielo posteriormente se adiciono, la mezcla de sintesis se mezclo por

pipeteo 10 ocasiones y se incub6 a 42°C por 2 min.

Posteriormente se adiciond 1 ul de SuperScript™ Il RT (18064-014, Invitrogen) y
se mezclé gentilmente por pipeteo y se adiciond agua de grado molecular estéril
para completar un volumen de 20 pl, se incub6 a 42°C por 50 min y se inactivo la
reaccion con una incubacioén de 70°C por 15 min y se conservo a -20 °C hasta su

uso.

Componente Volumen de reaccién
RNA Sul
Iniciador especifico Reversa (2pMole) 1pl
dNTP Mix (10 mM) 1ul
Agua de grado molecular Sul
5X First-Strand Buffer 4ul
01MDTT 2ul
RNaseOUT™ (40 units/uL) Opcional* 1ul
SuperScript™ [I RT (200 units) 1ul

Tabla 5. Componentes de lareaccion de sintesis de cDNA método de SuperScript™ |l Reverse
Transcriptase
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v.Xi Estandarizacion del RT-PCR de regiéon UTR 5’ utilizando los virus de
referencia

Las condiciones del RT-PCR para los iniciadores disefiados que corresponden al
fragmento de 293 pb de la region UTR 5’ de la patente: MX/E/2012/081439 (Ver
Anexo 1), fueron estandarizadas en el instrumento Mastercycler gradient
(950000058, Eppendorf de 96 pozos). En el que se probaron gradientes que iban
de 50 hasta 65 °C, diferentes kits comerciales, encontrando que a una
temperatura de 55 °C, con el kit de RT-PCR, one step de Qiagen (210212), se
definian perfectamente bandas Unicas que corresponden a los fragmentos
esperados; las condiciones es establecieron del siguiente modo:

Se utiliz6 como cadena molde el RNA obtenido de vacunas comerciales que
referian contener Virus de Diarrea Viral Bovina tipo | y II, citopatico y no citopatico
(Bovimune Master L5 — Lapisa, Bovishield gold — Pfizer, Bayovac Horizon 9 —
Bayer, Pyramid 10 — Fort Dodge y mediante la utilizacién del RNA obtenido de los
virus de referencia (NADL y SINGER). Logrando amplificar los fragmentos
esperados a partir del RNA de las vacunas y el virus, teniendo amplificados para
cada uno de ellos. Los volumenes para la mezcla de reaccion y el programa se

describen en la figura 16 y la tabla 7.

v.Xii Toma de muestras clinicas, sangre total y muesca de oreja

Se muestrearon 22 becerras de no mas de una semana de vida y sin vacunar,
procedentes de la cuenca lechera de Tizayuca de 4 diferentes establos. A las que
se les colectdé una muestra sanguinea, mediante el uso de tubos vacutainer con
heparina que fue previamente identificado (367884, Becton Dickinson), se utilizd
agujas de 25 mm (Becton Dickinson, 360212 Precision Glide Needle 21G x 1"
Green) para tomar las muestras sanguineas de la vena coccigea. Una vez

inmovilizadas las becerras se levantod la cola en linea recta para exponer la zona

&
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del ano y de esta forma poder acceder a la vena, se limpié la zona con un
antiséptico. La aguja se coloca en el punto medio del canal de la cola, después de
palpar la ubicacion de las vértebras, ya localizadas se introdujo la aguja en linea
horizontal hasta sentir el hueco por donde pasa la arteria, se colocé el tubo para
poder extraer la muestra, se empujoé un poco el tubo para que el vacio succionara
la sangre, lleno el tubo se mezclé por inversion y se conservo verticalmente dentro
de una hielera a 4 °C, posteriormente se trasladaron al laboratorio para su
procesamiento.

Para la toma de la biopsia 0 muesca de oreja se etiquetaron previamente los
crioviales con los datos de cada becerra. Se prepararon dos recipientes limpios y
estériles de vidrio, uno con agua destilada estéril y otro con un desinfectante de
Glutaraldehido al 2% con activador en polvo (GAFIDEX, Farmacéuticos
Altamirano) 7 ml, aproximadamente. Se enjuagd el instrumento para realizar el
corte, pinza muescadora (8 mm, accesorios Propet) u horadador con el
desinfectante y se enjuagdé con agua destilada, estérii para evitar
contaminaciones. Posteriormente se coloco el horadador en la punta de la oreja de
cada becerra y se presion0 para desprender un trozo de oreja de
aproximadamente 1 cm y se colocd en un criovial limpio y estéril, se cerré y fue
conservado en un termo de nitrogeno liquido, hasta su uso. La pinza fue lavada y
enjuagada entre cada becerra. Enjuagando primero con agua destilada estéril,

después con el desinfectante y por ultimo un enjuague con agua estéril.

v.Xiii Separacion de linfocitos de sangre total mediante el método de lymphoprep.

La sangre colectada fue separada mediante el uso del kit lymphoprep (1114740,
Axis-shield) como sigue:

Se diluy6 la sangre en un volumen equivalente de una solucién cloruro de sodio
0.9% (0.0% NacCl), cuidadosamente se agreg6 6 ml de la sangre diluida en un tubo
que contenia 3 ml de Lymphoprep™ en un tubo tipo falcon de 15 ml y se mezclo 3
ocasiones por pipeteo. Posteriormente se centrifugo a 800 g (gravedades) o 2500

rpm, por un periodo de 20 minutos a temperatura ambiente.
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Después de la centrifugaciéon se separé la banda correspondiente a los linfocitos
en la interfase que se formod y se colecto por aspiracion la muestra y se conservo a

-70°C hasta su uso.

v.xiv Aislamiento viral

Se seleccionaron las muescas de oreja correspondientes a las becerras que
resultaron ser positivas al RT-PCR de la sangre y se tomé aproximadamente 4
mm de la biopsia, en condiciones de esterilidad, cortando con un bisturi estéril el
tejido requerido para el inoculo para monocapas de MDBK confluentes, crecidas
en cajas de 6 pozos (140675, NUNC). Los fragmentos del tejido fueron lavados
con PBS/penicilina/estreptomicina- 100 mg/ml (15140-122, GIBCO), para asi
evitar la contaminaciéon por microorganismos ambientales presentes en las
becerras. El PBS empleado para el lavado fue utilizado para la obtencion de RNA
por medio de la técnica del trizol (15596-026, Invitrogen) y de ése modo poder
establecer si es suficiente para la obtencion de RNA e identificar la presencia del
virus, mediante la técnica de la RT-PCR. El tejido lavado fue inoculado en las
monocapas confluentes, en placas de 12 pozos en DMEM con SE al 2% +
antibiético (penicilina/estreptomicina/gentamicina = 100mg/ml-100mg/ml-50mg/ml),
incubadas a 37° C en una atmosfera del 5% de CO2., registrando su efecto
citopatico hasta las 72 horas p.i. Posteriormente se retiraron las monocapas con el
medio y fueron centrifugadas a 1,500 rpm, y se recuperoé el sobrenadante que fue
utilizado para realizar 2 pases ciegos posteriores en 3 placas nuevas de 6 pozos,
con las mismas condiciones. Las células recuperadas fueron utilizadas para la
obtencion del RNA viral, mediante el método de Trizol y consiguientemente se
realizé la RT-PCR, para verificar la infeccion de las mismas. Cabe mencionar que
se utilizd un pozo como testigo positivo, uno inoculado con el virus de referencia y
otro negativo sin inoculo viral pero tratado en las mismas condiciones. En cada

uno de los pases ciegos se realizé el RT-PCR ver figura 13.
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Siembrade 3 placas de 6 pozos 4 mm aprox de tejido
1,000,000 cls / pozo Lavarcon PBS-
Penicilina/estreptomicina/
Gentamicina 100ug/mly
disgregar en vortex

| Registro de efecto citopdtico a: 24, 48 y 72 Horas | Retirar inéculo y adicionar 1 ml de DMEM 2% SFE + Atibiético:
Penicilinafestreptomicina/Gentamicina 100mg/ml-100mg/ml-50mg/ml

Figura 12. Diagrama de flujo, aislamiento de virus a partir de tejido en la linea
celular (Payment y Trudel, 1993)

v.xv Extraccién de RNA de muestras clinicas por método de trizol

Los botones celulares obtenidos en la separacion de linfocitos fueron utilizados
para la extraccion de RNA total por el método de trizol, asi como 4mm de cada
biopsia de oreja y lavados de las biopsias con PBS como sigue:

e Se agrego 0.5 ml de trizol a las células obtenidas y a cada biopsia de oreja,
se dejo incubar 15 min, posteriormente se agreg6é 250 pl de cloroformo
puro de grado molecular y se mezclo en vértex (Zx* VELP SCIENTIFICA)
en un periodo de 1 min, se centrifugd a 10 000 rpm (Centrifuga refrigerada
Sorvall, Legend RT), se colecto el sobrenadante y se coloco en un tubo de
1.5 ml que contenia isopropanol absoluto frio de grado molecular y se
mantuvo a -20 °C toda la noche, para precipitar eficientemente el RNA, se
centrifugd a 10 000 rpm por un periodo de 10 min y se decantd el
sobrenadante para asi poder lavar el boton de RNA con 1 ml de etanol al
75% (JT9401-3, J.T. Baker) se mezclo por inversion y se centrifugé por 5
minutos a 10000 rpm, se decant6 y dejé secando hasta que se evaporo el
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etanol, el tubo se colocd horizontalmente y abierto sobre una toalla de
papel absorbente limpia, por un periodo de 15 min, posteriormente se
hidrato el boton con 50 ul de agua DEPC y se conservo a -70 °C, hasta su

uso.

v.xvi Purificacion de RNA obtenido a partir de las biopsias de oreja por columna
(QlAamp® MinElute® Virus Spin, Qiagen)

El RNA obtenido por el método de Trizol fue purificado utilizando las columnas del

kit de Qiagen como sigue:

Se adicion6 200 pl de AL-RNA carrier al RNA obtenido y se mezcld por pipeteo,
posteriormente se agregd 200 pl de etanol absoluto de grado molecular a la
mezcla y se incubd 5 minutos, se transfirio a la columna QlAamp MinElute y se
centrifugd a 8000 rpm por un periodo de 1 minuto, se desech¢ el tubo colector y
se ensambld la columna en un colector nuevo. Se adicion6 500 pul del buffer Awl,
se centrifugd a 8000 rpm por un minuto, se desechd el colector, se volvido a
ensamblar la columna en un tubo colector nuevo, se adicioné 500 pl del buffer
Aw2, centrifugando a 8000 rpm por 1 min, se desechd el tubo colector se
ensambl6é en otro colector y se agreg6é 500 pl de etanol absoluto se centrifugo
nuevamente a 8000 rpm por 1 minuto, se decantd y se centrifugd a la maxima
velocidad (14,000 rpm) por 3 minutos, hasta obtener la membrana de la columna
seca, se incubo 3 min en un termobloque (Eppendorf, thermomixer comfort) a
56°C por 3 minutos y evaporar algun remanente liquido, se desecho el tubo
colector y se ensamblé en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se agregd 30 pl de agua
DEPC en dos partes, primero 15 pl y al final otros 15 pl, que fueron centrifugados

a 14 000 rpm por un periodo de 1 min, fue conservado a -70°C, hasta su uso.

.
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v.xvii Disefio de cebadores para region UTR 5, Erns-E1 (EO-E1) y Bactina bovina

Los cebadores o iniciadores se disefiaron y seleccionaron, utilizando el software

MEGA 5, mediante la consulta de la base de datos del Genbank, para los

diferentes genotipos del virus de la diarrea viral bovina reportados, en el caso de

los oligonucledtidos para la UTR 57, se utiliz6 como referencia el virus NADL, con

numero de acceso: M31182.1.

Con respecto a los iniciadores de Erns-E1l, se disefiaron utilizando como

referencia los virus, Bovine viral diarrhea virus 2, con nimero de acceso: 5224 y

Bovine viral diarrhea virus 1, con nimero de acceso: 5418 y adicionalmente se

mandaron sintetizar los cebadores correspondientes a (Bactina bovina en base a

Tomita et al. (2006) que fueron sintetizados para validar los RT-PCR, ver tabla 6,

Figura 14 Yy Figura 15.
Los cebadores fueron sintetizados en el Instituto de fisiologia celular (UNAM).
Identificacion Cebadores Region Producto
esperado
DVB FWD 5UTR 293

GCTAGCCATGCCCTTAGTAGGACTAGC
RVS
AACTCCATGTGCCATGTACAGCAGAG

Externos FWD E0-E1 451

Nested GAAAAAAGTTGGAAAACAAGAGTAAGACGTGGT

Erns-E1 T
RVS.
ATTGGTGGCCTTATGAGACAACTGCG

Internos FWD E0-E1 436

Nested GGAAAACAAGAGTAAGACGTGGTTTGGAGCATA

Erns-E1 RVS
TAAGACCAAATTGGTGGCCTTATGAGACAA

Bactina FWD Bactina 548

bovina GTGGGGCGCCCCAGGCACCA
RVS
CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC

Tabla 6. Secuencias y tamafio de fragmento esperados para los cebadores especificos de VDVB
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Posicion de los cebadores de la PCR UTR 5, con respecto a virus de diarrea viral bovina l, Il y 1lI
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ATACCAGGGTCAGTGTGGAACCTAGGGARGTATGTCTGCATARGACCAGACTGGTGGCCATATGAGACGACGACAGTCTTCGTCTTAGAGGARGCAGGGCARGTAATCATAT TGGGGC TAAGGGCCATCA

ATTGGTGGCCTTATGAGACAACTGLG
TARGACCAAATTGGTGGCCTTATGAGACAR
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¢ Externos Nested Erns-E1
¢ VDVBI
¢ VDVBII
¢ Internos Nested Erns-E1

Figura 14. Posicion de los cebadores de la PCR anidada Erns-E1, con respecto a secuencias reportadas en
genbank, para diarrea viral | y II.
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v.xviii Estandarizaciéon del RT-PCR de muestras clinicas

Se realizO un muestreo de 22 becerras, en 4 establos diferentes de la cuenca
lechera de Tizayuca, de las cuales se obtuvieron dos diferentes tipos de muestras:
Sangre total, utilizando tubos vacutainer con heparina (367884, Becton
Dickinson), y una muesca de oreja, por medio de una pinza muescadora, usada
en la ganaderia para la identificacién del ganado bovino. La primera para obtener,
los linfocitos por medio de separacion de gradiente de sacarosa (Lymphoprep TM,
Axis-Shield), y la segunda para el aislamiento y obtencion de RNA meétodo de
Trizol (Invitrogen 15596-026), segun instrucciones del fabricante con la finalidad
de utilizarlo como cadena molde para el RT-PCR correspondiente a la region UTR
5’ del Virus de la Diarrea Viral Bovina. Se utilizo el kit QIAGEN OneStep RT-PCR
Kit (210212) como sigue: Preparacion de la mezcla de reaccion para RT-PCR con
base a la tabla 4. Mediante el uso del termociclador (Mastercycler gradient,
Eppendorf) se obtuvieron los productos de amplificacion con dos programas
unidos, uno para la retrotranscripcién y otro para la reaccion de amplificacion
como se muestra la Figura 16 y los voliumenes de reaccion para la RT-PCR, como

dice en la tabla 7.

Componente Volumen de reaccion
5% QIAGEM OneStep 10 uL
50° 30m|n RT-PCR Buffer
. Deoxirbonuclectidos 2puL
o
95° 15min RT trifosfato dNTP Mix
(400 pM de cada
. dNTP)
945 2m|n Iniciador sentido 2pL
o (0.6u)
94 30590 35)( Iniciador antisentido 2uL
[+
55° 30sec LT
o
72° 90sec QIAGEN OneStep RT- 2L
PCR Enzyme Mix
o .
702 2min 1 RNase inhibitor (No ym
4" e incluido en el kit)
Figura 15. Programa del RMNase-free water guL
RT-PCR de UTR 5’ (Incluido)
RMNA (Templadao) 5pL

Tabla 7. Componentes de la reaccion del RT-
PCR
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v.Xix Estandarizacion del RT-PCR anidada de Erns y E1

El RNA obtenido por el método de Trizol (15596-026, Invitrogen), y purificado por
columnas, de acuerdo a las instrucciones, fue utilizarlo como cadena molde para
el RT-PCR correspondiente al primer round de PCR (Oligonucleétidos externos
EO0-E1) del Virus de la Diarrea Viral Bovina.

Se utilizé el kit Qiagen OneStep RT-PCR Kit (210212) como se ha descrito
previamente y se preparo con base en la tabla 4.
Los tubos de 0.2ml que fueron colocados dentro del termociclador (Mastercycler
gradient, Eppendorf), con el programa descrito en la figura 22 y se tomé 1 pul de
€sa reaccion para utilizarla de templado para la PCR anidada, que se pudo llevar a
cabo, utilizando el kit de PCR: Platihum® Tag DNA Polymerase (10966018,
Invitrogen), con el programa descrito en la Figura 17 y adicionando los

componentes con base a la tabla 8.

Componente Volumen de reaccién
10x PCR Buffer SuL
dNTP mixture (10 mM) 1uL
MgCI2 (50 mM ) 2uL
Iniciador sentido (10 uM) 1uL
Iniciador antisentido (10 uM) 1uL
Platinum® Taq DNA 0.2uL

Polymerase (1.0 unidad)

Agua de ampolleta 38.8uL
DNA (Templado) 1ul

Tabla 8. Componentes de la reaccion de-PCR

B
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PCR
94° 2 min
94° 30 sec 45x
55° 30 sec
72° 90 sec
72 2 min 1x
4° oo

Figura 16. Programa del PCR, para la PCR
anidada

v.xx Purificacion de productos de PCR mediante QIlAquick gel extraction

Los fragmentos de PCR amplificados fueron purificados a partir de gel de agarosa
al 2% utilizando el kit comercial QIAquick gel extraction kit (28706 — Qiagen).
Se elaboré un gel de agarosa preparativo al 2% (Owl easy cast B1, Thermo
scientific) y se carg6 todo el producto de amplificacion (50 pul), se dejé correr a
80V y se visualiz6 por tincion con Bromuro de etidio, se seleccioné la banda que
correspondia al tamafio esperando y se corté del gel con una navaja de bisturi, se
coloco el fragmento en un tubo de 1.5 ml, se pesd en un balanza analitica
(Explorer, E16120, OHAUS). Se calcul6 el volumen a adicionar de Buffer QG: (100
mg ~ 100 pl), se adiciono 3 volumenes de Buffer QG, se incub6 a 50°C por 10
minutos en agitacion en un termobloque (Fine PCR daigger, CR100, Eppendorf),
hasta que se disolvié completamente y se ajusto el pH para algunas muestras con
10 ul de acetato de sodio (3 M, pH 5.0), ya que el buffer QG, tiene un colorante
indicador de pH, que su coloracion de trabajo Optima es amarilla, posteriormente
se adicion6 500 pl de isopropanol (67-63-0, J.T. Baker) y se mezcld por pipeteo.
La mezcla se coloco en una columna QIAquick spin, ensamblada en un tubo

colector de 2 ml, se centrifugd 1 minuto a 8000 rpm, se decanto el sobrenadante y




Tesis de Maestria: Genotipificacion de virus de diarrea viral bovina presentes en hatos
lecheros

se repitid el proceso hasta terminar la mezcla, se adicion6 500 pl de Buffer QG y
se centrifugd 1 minuto a 8000 rpm, se desechd el tubo colector con el
sobrenadante y se ensambla la columna en un tubo nuevo, se lavo la columna
adicionando 750 pl de Buffer PE y se centrifugd 1 minuto a 8000 rpm, se volvio a
centrifugar para secar la columna por 1 minuto a 13,000 rpm y remover los
residuos del buffer de lavado, se desecho el tubo colector y se ensamblo la
columna en un tubo limpio de 1.5 ml, se eluy6 el DNA adicionando 20 ul de agua
de grado molecular, en dos volumenes primero 10 pl y después los 10 pl restantes
y en cada elucion se centrifugd a 8000 rpm por un min y se verificé la integridad

del producto purificado en un gel de agarosa al 2%.

v.xxi Purificacion de productos por PCR mediante E-Gel® Agarose Gel
Electrophoresis System (Invitrogen)

Consistio en el ensamblaje de un casete que contiene un gel de agarosa al 2%,
pre hidratado y pre tefiido con un colorante fluorescente (Proprietary fluorescent
stain), en un sistema de electroforesis (iBase™ Power System), que contiene una
fuente de poder y un transiluminador, permite separar fragmentos de PCR y

recuperarlos en un pocillo, utilizando un volumen de reaccion de 25 pl.

Se carga el volumen de muestra total en la fila superior de los pocillos del E-Gel®
SizeSelect™, se cargan 2ul de marcador de peso molecular y se completa el
volumen con 23 pl de agua, los pocillos restantes se llenan de agua con 30 pl y se
selecciona el programa 7, llamado size select 1-2%, con una duracion de 15
minutos, en el que se observd la migracion de las bandas a través del gel,
utilizando unos lentes de proteccion (Safe Imager™ Viewing Glasses), se cercioré
gue los pocillos inferiores estuvieran hidratados en cada momento para la eficiente
recuperacion de las bandas. Las bandas se recuperaron de la fila inferior de
pocillos, en un volumen aproximado de 20 ul de agua. Finalmente las bandas
recuperadas se visualizaron en un E-Gel® EX 2% (G4010-02, Proprietary

fluorescent stain, Invitrogen).
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v.Xxii Secuenciacién y analisis filogenético

Identificacion del genoma viral amplificado, de las secuencias obtenidas por
analisis comparativo tipo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) usando la
herramienta de busqueda NCBI BLAST, es un programa informatico de
alineamiento de secuencias de tipo local, que compara una secuencia problema
contra secuencias que se encuentren en una base de datos (Altschul et al., 2001;
Benson et al., 2005). BLAST realiza una rapida comparacion, utilizando un
algoritmo heuristico, para construir alineaciones locales, mediante la optimizaciéon
de una medida de similitud, determinando regiones similares entre un par de

secuencias (Tatusova y Madden, 1999).

v.xxiii Depuracion de electroferogramas y determinacion de la secuencia

Los electroferogramas obtenidos de la secuenciacion fueron editados y analizados
empleando el programa Sequence scanner y el programa CLC sequence viewer
6.0. Las secuencias sentido y antisentido (Forward y Reverse) fueron alineadas
entre si, y ademas con los iniciadores disefiados, para confirmar su secuencia, y
delimitar la zona esperada de 293 pb para UTR 5 y 436 pb para EO-El. Las
secuencias depuradas fueron identificadas por comparacion de los virus
reportados en el GenBank (Benson et al., 2005) y se realizd un analisis y un arbol
filogenético para establecer a que genotipo pertenece, utilizando el software
MEGA 5.

El andlisis fue realizado con el software MEGA 5. Mega es una herramienta
integral para el alineamiento automatico y manual de secuencias, la inferencia de
arboles filogenéticos, estimacion de velocidades de evolucidn molecular y la
prueba de hipétesis evolutivas. Ha sido desarrollado por Sudhir Kumar de la

Arizona State University, Koichiro Tamura de Tokyo Metropolitan University y

-



Tesis de Maestria: Genotipificacion de virus de diarrea viral bovina presentes en hatos
lecheros

Masatoshi Nei de la Penn State University. MEGA proporciona tres diferentes
algoritmos para el célculo del arbol de la maxima parsimonia: Max-mini branch &
bound, Mini-mini heuristic y Close neighbor interchange. El primero de ellos
garantiza la obtenciéon del arbol 6ptimo mas parsimonioso y los restantes son
heuristicos. Adicionalmente el programa permite la generacion de replicas de cada
algoritmo, utilizando la herramienta de Bootstrap para evaluar la reproducibilidad
de los arboles obtenidos. Se realizé un alineamiento previo de las secuencias en

estudio con otras regiones 5’ no traducidas reportadas en el Genbank.

VI. Resultados

vi.i Mantenimiento de la linea celular y propagacion de virus de referencia.

Se propagaron los virus de referencia cepa NADL (ATCC) y la cepa SINGER en la
linea celular MDBK (Obsequio del Dr. Ramirez Mendoza, H.), registrando un

efecto citopatico a las 72 horas p.i, en el caso de NADL ver Figura 18.

Figura 17. A: Monocapa 90% de confluencia (48H) de la linea celular MDBK, B: Efecto citopatico
registrado en lalinea celular MDBK alas 72 H p.i, 40X

E
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vi.ii Titulo viral de cepa NADL por DICTso en MDBK

Se verificd y registré el efecto citopatico de NADL a las 24, 48 y 72, encontrando
que a las 72 horas causa lisis, aumento de tamafio en las células y formacion de
vacuolas. El punto final fue la dilucion 7 y el titulo viral calculado fue de DICTs,=

8.30E+01/ml, ver Figura 19.
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Figura 18. Esquema del efecto citopético registrado en la placa de 96 pozos, para el calculo del titulo viral
del virus de referencia NADL ATCC.
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vi.iii Viabilidad celular del virus de referencia

Con la finalidad de verificar el efecto CP de los virus aislados de campo se realiz6
el ensayo para el virus de referencia y de esta manera poder comparar las
muestras de campo en las que el ECP no era claro. El promedio de viabilidad
celular fue del 54%, si consideramos la diferencia en Densidades opticas (D.O)
entre las células testigo y las células infectadas, obtenemos un grafico de
viabilidad estimada. Se observa que entre las diluciones 5y 7 se induce un
cambio en el efecto citopatico, sugiriendo que el umbral de efecto citopatico ocurre
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entre estas diluciones ver Figura 20.
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Figura 19. Grafico de Viabilidad estimada, registrada en los ensayos de viabilidad celular
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vi.iv Obtencién de RNA

Se logro la obtencion del RNA a partir de las células infectadas (Figura 21), por el
método del trizol, se verificd su integridad y se cuantificd por espectrofotometria,
obteniendo concentraciones de 127 ng/ul en promedio, con una pureza promedio
1.8 (260/280)

Figura 20. (Gel agarosa al 0.7%, 80 Volts, TBE) Separacidn
mediante electroforesis del RNA obtenido. Carriles 1-9: RNA
obtenidos de monocopas de MDBK, infectadas con los virus
NADL y SINGER

vi.v Amplificacion de productos de PCR de la region UTR 5’
vi.v.i Vacunas

Se amplificaron los productos esperados de 293 pb a partir de RNA obtenido de
vacunas comerciales (Figura 22: A, B, Cy D) que se adquirieron inicialmente para
la estandarizacion del RT-PCR y posteriormente se amplificaron los fragmentos a
partir del RNA de cultivos celulares infectados con cepas de referencia SINGER y
NADL. Estos cultivos fueron recuperados a las 48 y 72 horas respectivamente
(Figura 22)

E
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Figura 21. (Geles agarosa al 2%, 80 Volts, TBE). La figura muestra la amplificacion de los
fragmentos de 293 pb, a partir de las vacunas utilizadas. Separacion mediante
electroforesis de productos de PCR UTR 5. A: Vacuna 1: 1. Marcador de 123pb, 2 VDVB, 3
y 4 Bactina células MDBK 4. B: Vacuna 2: 1. VDVB, 2. Marcador de 123pb. C: Vacuna 3: 1.
Marcador de peso molecular 50 pb, 2. BoHV1, 3 y 4: No se obtuvo amplificacién de los
virus de BRSV y PI3, en esa vacuna 5. VDVB, 6. Marcador de 123 pb. D. Vacuna 4: 1.
Marcador de 123 pb, 3 y 4 No se obtuvo amplificacion de los virus de BRSV y PI3, 5.

VDVB.

Figura 22. (Gel agarosa al 2%, 80 Volts, TBE). La figura
muestra la amplificacion de los productos esperados, para
los virus de referencia. Separacién mediante electroforesis
de PCR correspondientes a la UTR 5'. 1: Marcador de 123
pb, 2: Espacio, 3: SINGER 48 hrs en MDBK. 4: NADL 48 hrs
en MDBK, 5: SINGER 72 hrs en MDBK, 6: NADL 72 hrs en
MDBK 7: Espacio 8: Control sin templado
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vi.vi Muestras clinicas

vi.vi.i Linfocitos en sangre

Usando linfocitos, que previamente fueron separados de las muestras sanguineas,
de becerros se lograron amplificar los fragmentos esperados de 293 pb a partir del
RNA obtenido, de los que, 13 amplificaron para la UTR5’ del Virus de Diarrea Viral

Bovina (VDVB), siendo éstos méas del 60% de los animales muestreados.

Posteriormente, las muestras de oreja de los 13 animales, se utilizaron para el
aislamiento viral. Cabe mencionar que a la vez se realizaron RT-PCR y PCR, para
otros virus del complejo respiratorio (Herpes virus bovino tipo 1 (BoHV1), Sincitial
respiratorio bovino (BRSV) y Virus de parainfluenza bovina tipo 3 (BPIV3)), que
son los iniciadores de una patente con numero de registro Folio:
MX/E/2012/081438 (Anexo 1, 2 y 3), de los que obtuvimos mas del 90% positivos
a BHV1, que corresponde a 19 animales (Figura 24) y de los virus restantes, no se

obtuvo ninguna amplificacion.

Los resultados demuestran un proceso importante de infeccion entre ambas
especies virales y sugiere que existe una asociacion entre ellos, deben llevarse a
cabo estudios adicionales, para dilucidar como éstos virus han sido introducidos
en la poblacién bovina local y la posibilidad de que pudieran haberse extendido a

otros rebafios o zonas del pais.

.
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Figura 23. La figura muestra los productos de amplificacién para el VDVB y el BoHV1, ademas de la
edad a la que fueron muestreados los animales, los cuales no fueron vacunados antes del muestreo.
(Gel agarosa al 2%, 80 Volts, TBE). Separacién mediante electroforesis de los productos de PCR
correspondientes a la UTR 5’ del multiplex, banda superior, bandas inferiores fragmentos correspondientes a
BoHV1, fragmento de 159 pb. Muestras 1-21, se utiliz6 como control positivo a la cepa SINGER (S).
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vi.vi.ii Lavados de muescas de oreja

Con la finalidad de verificar lo reportado en la literatura, acerca de la posibilidad de
realizar la PCR a partir de las células liberadas en lavados de tejidos, se obtuvo el
RNA de los lavados con PBS de muescas de oreja y se logré la amplificacion de la
UTR5’, en 18 productos de los cuales, hubo animales que no resultaron positivos

en el PCR correspondientes a los linfocitos (Figura 25)

1 23 456 7 8 91011121314

500 pb

123 pb

Figura 24. (Gel agarosa al 2%, 80 Volts, TBE) La figura muestra los productos de amplificacion
obtenidos de lavados con PBS de muescas de oreja de todos los animales muestreados, en el gel
B, se observan bandas inferiores que corresponden a iniciadores y productos inespecificos de
amplificacion. Separacion mediante electroforesis de productos de PCR correspondientes a la UTR 5'. A:
1:18, 2.espacio, 3:19, 4: espacio, 5: Virus de referencia (NADL), 6: Control sin templado, 7-13: 1-7, 14: Marcador
de 123pb, B: 1: Control sin templado, 2: NADL, 3-10: 8-15, 11: Marcador 123 pb. C: 1: NADL, 2-7: 16-21, 8:
Control sin templado, 9: Marcador de 123 pb
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Figura 25. (Gel agarosa al 2%, 80 Volts, TBE). La figura muestra los productos de amplificacién
obtenidos de muescas de oreja de todos los animales muestreados. Separacién mediante
electroforesis de productos de PCR correspondientes a la UTR 5’. A: Parte superior: Muestras 1- 9,
Marcador de 100pb A: Parte inferior: Muestras 9-18, Marcador de 100pb B: 1-3: Muestras 19-21, 4:
Control sin templado, 5: NADL 6: Marcador de 100 pb.

vi.vii Amplificacién de productos de PCR de la region Erns-E1 (EO-E1)

vi.viii.i Muescas de oreja

Se logré la amplificacién de 12 productos del PCR anidado, correspondientes a la
region Erns-E1, se utiliz6 esta muestra ya que en la UTR 5" amplific6 para todos
los casos y tener la informacion del virus original, sin haberlo sujeto al cultivo
celular, ya que el virus podria tener mutaciones después de haberse replicado en
la linea celular y haciendo posible su clasificacion subgenotipica, mediante el
analisis de las secuencias, ya que es una de las regiones mas variables del

genoma viral (Figura 27).

E
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Figura 26. (Gel agarosa al 2%, 80 Volts, TBE). La figura muestra los
productos de amplificacién obtenidos a partir de RNA de muescas de
oreja de todos los animales muestreados. Parte superior: 1: Marcador
de 100 pb, 2-13: Muestras 1-13. Parte inferior: 1. Marcador de 100 pb,
2-9: Muestras 14-21. 10: NADL. Se observan bandas inferiores que
corresponden a iniciadores y productos inespecificos Los productos
de PCR corresponden al producto de la PCR anidada de 436pb, la muestra 03
amplific6 un fragmento de menor tamafio, 8 muestras no amplificaron,
debido a que no fue suficiente el DNA o son virus del genotipo 3, que no se
incluyeron en el disefio de los iniciadores.

Con la finalidad de comprobar la presencia del virus, se realizé la prueba de oro en
virologia y se intento el aislamiento viral. Para éste fin se realizd co-cultivo de
tejido de oreja de las 13 becerras que dieron positivo al RT-PCR de la UTR 5’ en
linfocitos, con células MDBK y se realizaron 4 pases ciegos seriados, de los que
posteriormente se realizo el RT-PCR para la UTR 5.
efecto citopatico semejante al del virus de referencia, en todos los co-cultivos (Ver
Figura 28). Sin embargo de los 13 tejidos, se logré la amplificacion de 5

En el pase 3, se observo

fragmentos, que se identifican con las estrellas rojas. Posteriormente se logro una
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nueva amplificaciébn para las mismas muestras (3, 5, 6, 7 y 8), que fueron
sometidas cuarto pase celular, que se muestran en la Figuras 28, 29 y 30.

Se utilizaron como control negativo, pozos sin infectar (C-, Células MDBK). El no
tener amplicones para todas las monocapas infectadas, puede implicar que la
concentracion de virus en la muestra era muy baja, y se perdié la posibilidad de
infectar células y por tanto demostrar su presencia, mediante las RT-PCR

realizadas.
1.4.17.

Figura 27. Monocapas de MDBK con efectos citopéaticos a las 72 H p.i., en las que se colocaron las muescas de oreja
seleccionadas, fueron observadas a 40X en microscopio invertido. La mayoria presenté desprendimiento y lisis celular, en
otros casos vacuolizacién célular, semejante al efecto que produjo el virus de referencia NADL. Las monocapas que
resultaron positvas al PCR se identifican con la estrella roja.

E
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417 18 19 20 DVBC-

Figura 28. (Gel agarosa al 2%, 80 Volts, TBE) Separacion mediante electroforesis de los productos de
PCR correspondientes ala UTR 5’ de los virus que se logro aislar del pase 3, la figura muestra las
muestras que inicialmente resultaron positivas a partir del RNA de las muestras sanguineas. Gel
izquierdo: 1. Muestra 2, 2: Muestra 3, 3: Muestra 4, 4: Muestra 5, 5: Muestra 6, 6: Muestra 7, 7: Muestra
8, 8:Muestra 9, 9:Muestra 11, 10: Marcador de 100 pb. Gel derecho: 1: Muestra 12, 2: Muestra 14, 3:
Muestra 17, 4: Muestra 18, 5: Muestra 19, 6: Muestra 20, 7:, 8: NADL, 9: Marcador de 100 pb, 10:
Producto de amplificacion para Herpes bovino.

- —— ]

Figura 29. (Gel agarosa al 2%, 80 Volts, TBE)
Separacion mediante electroforesis de los productos de
PCR correspondientes a la UTR 5’ de los virus que se
logré aislar del pase 4. 1: NADL (DVB), 2: Control sin
templado, 3: Muestra 03, 4: Muestra 05, 5: Muestra 06, 6: 79
Muestra 07, 7: Muestra 08, 8: Marcador 100 pb. p
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vi.ix Titulo DICTso de los virus aislados

Se logro calcular el titulo viral de los 5 virus aislados mediante el método de Reed-
Muench, en el que se encontraron titulos bajos de los aislados virales, ver Figura
31, Figura 32 y Figura 33, se resalta en color rojo el punto final del efecto citopatico

por cada virus.
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03: Titulo viral, TCID50: 1.91E+05/ml
05: Titulo viral, TCID50: 1.98E+06/ml

Figura 30. .Esquema del efecto citopatico registrado en la placa de 96 pozos, para el

calculo del titulo viral de los aislados 03 y 05
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06: Titulo viral, TCID50: 1.15E+09/ml
07: Titulo viral, TCID50: 1.08E+09/ml

Figura 31. Esquema del efecto citopatico registrado en la placa de 96 pozos, para el calculo

del titulo viral de los aislados 06 y 07

E
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08: Titulo viral, TCID50: 1.48E+07/ml

Figura 32. Esquema del efecto citopatico registrado en la placa de 96 pozos, para el célculo del titulo
viral del aislado 08.

vi.x Viabilidad celular de virus aislados en MDBK
El promedio de viabilidad celular de los virus aislados fue del 70% que coincide

con el bajo titulo viral calculado, si consideramos la diferencia en Densidades
opticas (D.O) entre las células testigo y las células infectadas, obtenemos un
grafico de viabilidad estimada. Que fueron comparados con el virus de referencia
ya que el ECP no era claro, se observd que el mayor cambio ocurre entre las
diluciones 2 y 5, sugiriendo que el umbral de efecto citopatico ocurre entre éstas

diluciones ver (Figura 34).
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Figura 33. Graficos de densidades opticas registradas en los ensayos de viabilidad
celular para los virus aislados, encontrando que las sefiales mas altas emitidas por el
colorante correlacionan con un alto porcentaje de viabilidad celular debido al bajo titulo
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vi.xi Purificacion de fragmentos de PCR

Se logré la purificacion de todos los productos de PCR correspondientes a la
region UTR5’ y sélo 12 para los fragmentos de la PCR anidada EO-E1, para
realizar el analisis de secuencias ver Figuras 35y 36.

0102 03'04'05'06 07 08 0° 10 1112 13 141516 17 18 19 20

UTR.Y

Figura 34. (E-Gel agarosa al 2%, TBE) Separacion mediante electroforesis de productos de
PCR purificados, correspondientes ala UTR 5’ de muescas de oreja. Superior izquierda 1:
Marcador de 123 pb, 2-10: Muestras 01-10, Superior derecha 1: Marcador de 123 pb, 2-10:
Muestras 11-20, Inferior 1: Marcador de 123 pb, 2: Muestra 21, 3: NADL

E
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Figura 35. (E-Gel agarosa al 2%, TBE) Separacion mediante electroforesis de productos de PCR
purificados, correspondientes a la Erns-E1 anidada a partir de muescas de oreja. lzquierdo 1:
Marcador de 123, 2: Muestra 03, 3: Muestra 04, 4: Muestra 05, 5: Muestra 08, 6: Muestra 09,
7:Muestra 10, 8:Muestra 12, 9: Muestra 18. Derecho 1: Marcador de 123 pb, 2: Muestra 03, 3:
Espacio, 4: Muestra 15, 5: Muestra 16, 6: Muestra 17, 7: Muestra 19.

vi.xii Analisis de secuencias y construccion del arbol filogenético

Se analizaron los electroferogramas entregados, de 12 muestras de las 21
muestras totales, a partir de los productos de PCR de la UTR 5. Encontrando que
los virus en estudio pertenecen al genotipo 1, que se muestra en la figura 37, se
resalta en color rosa las secuencias obtenidas y en rojo la caja al genotipo al que
corresponden (Muestras 01, 02, 03, 04, 05, 07, 08, 09, 10, 12, 14y 15) y las cajas

restantes corresponden a los virus del genotipo 2 y 3.

Respecto a la region variable Erns-E1 no fue posible realizar el andlisis ya que las
secuencias son de muy baja calidad y no se lograron agrupar en un subgenotipo
determinado. Los resultados generales de los RT- PCR y las PCR anidadas
realizados se muestran en la tabla 9, en el que también se incluye, la edad de los

animales del estudio y el tipo de muestra utilizada para ello.

83
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Figura 36. Arbol filogenético de UTR 5’ construido en MEGA 5
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Tabla 9. Resultados generales de los RT-PCR y PCR anidadas, genotipo en el que se agruparon

las secuencias analizadas. Se muestra ademas el resultado de otros virus del complejo

respiratorio, que fueron probados y el aislamiento viral.
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VII. Discusion y conclusion

La técnica de RT-PCR de la regién UTR 5’ resultd ser una técnica reproducible y
atil para el diagnéstico del virus de la diarrea viral bovina, ya que se obtuvieron
resultados de amplificacion con diversos tipos de productos biolégicos, obtenidos
de muestras clinicas. Del mismo modo resulté ser util para el control de calidad en
los biolégicos tanto en vacunas como suplementos usados en cultivo celular
(Sueros fetales bovinos comerciales), en el sentido de poder verificar la presencia
e identidad de los virus que se refieren contenidos en éstos productos. Polak y
colaboradores (2008), reportaron que diversos lotes y marcas comerciales de
sueros bovinos empleados para el cultivo celular, han sido positivos a VDVB
mediante el uso de la RT-PCR, amplificando la UTR 5’ y la regiéon que codifica
para la polimerasa viral (NS5B) para su identificacion. La contaminacion de éstos
productos puede dificultar el diagndstico, presentando falsos positivos en el
aislamiento viral y alterar la identidad de los productos biolégicos con fines de
inmunizacion del ganado bovino y de otras especies animales susceptibles a la
infeccidon por este virus. Studer y colaboradores en 2002, demostraron que incluso
en vacunas de uso humano el VDVB esta presente como contaminante, acarreado
en los sueros bovinos empleados para éste fin y que no parece ser un motivo de
preocupacion inmediata para la salud humana ya que el virus no se ha podido
replicar en células humanas, sin embargo altera la composicion de los biolégicos.

Los resultados obtenidos sugieren que el virus de la diarrea viral bovina puede
estar presente en un alto porcentaje en las poblaciones bovinas ya que se
determind un 60% de positivos en las muestras sanguineas y el 100% en las
muescas de oreja, mediante la técnica de RT-PCR. Walz y colaboradores en
2010, estimaron que en Norteamérica se tienen tasas de prevalencia de VDVB
gue oscila entre el 28 a 53% y de entre 0,1 y 0,4% de animales PI, confirmando
en buena medida los resultados obtenidos en este estudio.

Por otro lado, la deteccion del genoma viral del VDVB, en las muescas de oreja

propone que los animales muestreados son persistentemente infectados, pues no

F
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habian sido sometidos a vacunaciéon y acorde con Webb (2012), cuando se
produce una viremia en el primer trimestre de gestacion, se establece la
persistencia viral y a lo largo del desarrollo embrionario de éstos animales, el virus
puede estar presente en diversos sistemas y érganos, facilitando la deteccion del
virus en diversos productos biol6gicos como piel y fluidos. No obstante, no fue
posible detectarlo en todas las muestras sanguineas, posiblemente atribuido a que
el virus tiene la capacidad de inducir leucopenia, disminuyendo la cantidad de
linfocitos en sangre que dificultd la obtencion del material genético y no fuera

detectable el genoma mediante la RT-PCR (Sarikaya et al., 2011).

Con respecto a la amplificacion de la region variable (Erns-E1), en la que se utilizé
una RT-PCR y PCR anidada, se logré la amplificacion de 12 fragmentos con la
longitud esperada, sin embargo en la muestra 03 se obtuvo un fragmento de
menor tamafio, debido posiblemente a una inespecificidad o una deleciéon que
produjo un virus defectuoso, que se podria corroborar mediante secuenciacion,
Kupfermann y colaboradores (1996), reportaron el aislamiento de virus
defectuosos, con deleciones en diversas regiones del genoma que codifican tanto
para proteinas estructurales como no estructurales y describen deleciones que
van desde 1,611 hasta 3,102 nucledtidos.

Por otro lado en la PCR anidada hubo muestras en las que no se tuvo éxito en la
amplificacion ya que los oligonucleétidos disefiados para ésta regiéon del genoma
pudieron no incluir secuencias de posibles variantes virales o la posible inhibicién
de las reacciones de PCR por caracteristicas inherentes a la muestra (Roux,
2009).

El aislamiento de 5 virus mediante los co-cultivos, hardn posible conocer las
caracteristicas antigénicas de éstos virus, para proponer el desarrollo de vacunas
endémicas o locales ya que, como se ha venido refiriendo por diversos autores,
existe heterogeneidad antigénica, determinada en estudios de neutralizaciéon

cruzada, en los que se observd una gran diferencia en titulos de anticuerpos entre
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los diferentes subgenotipos. Esta heterogeneidad obstaculiza el uso de las
vacunas que ya se tienen disponibles e indica que la proteccidon de las vacunas se
puede optimizar utilizando cepas prevalentes del VDVB para una region
determinada y aproximarse a disminuir el impacto que tiene ésta especie viral en

la produccién bovina (Escamilla et al., 2007; Bachofen et al., 2010).

El no tener amplicones en el aislamiento viral en los co-cultivos, podria implicar
que la concentracion de virus en la muestra fue muy baja y se perdio la posibilidad
de que el virus infectara las células y por tanto obtener un resultado negativo en
las RT-PCR (Crespo, 2000).

Con los resultados en el analisis filogenético y la construccion de arboles con
base a secuencias reportadas para la especie viral, se logré construir un arbol
para la region UTR 5’, en el que se agruparon las secuencias en estudio con el
genotipo | (Figura 37). La obtencion de secuencias de buena calidad, aumentando
la concentracion de DNA mediante la clonacién de los fragmentos obtenidos y su
purificacion, evitaria el sesgo en los analisis de secuenciacion y podria dar
informacion suficiente para conocer las variantes virales, como lo descrito por
Giangaspero y colaboradores (2008), en un estudio en el que utilizan un método
simple de genotipificacion, denominado “The palindromic nucleotide substitutions”
(PNS) que consiste en un software disponible en linea (http://www.pns-
software.com/) en el que se puede predecir la estructura secundaria de la regién
UTR 5, prevé su plegamiento en estructuras palindromicas de tallo bucle que
representan regiones criticas del genoma viral, que son responsables de la
traduccion, la transcripcion y la replicacion en los pestivirus. Giangaspero y
colaboradores, (2013) asociaron ciertas sustituciones PNS, como marcadores
caracteristicos para cada uno de los genotipos y subgenotipos de las especies

pestivirales.

Como perspectivas de este trabajo, se propone un nuevo disefio de iniciadores,
qgue flanqueen otras regiones del genoma viral que codifican para las proteinas de
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superficie, como lo son Erns, E1 y E2, incluyan la amplia diversidad de
subgenotipos reportados en América, asi como la secuenciacion del genoma viral
completo, para realizar una mejor comparacion y clasificacion de los virus de
campo aislados, ademas conocer sus caracteristicas antigénicas y determinar las
variantes que circulan en México con la finalidad de aproximarnos a establecer un
diagnostico adecuado en la identificacion de esta especie viral. En la literatura
diversos autores como los grupos de trabajo de Schirrmeier (2004), Behera (2010)
y Pogranichniy (2011), coinciden en que la diferencia antigénica y la presencia de
animales PI, dificulta el control y erradicacion de los virus de la diarrea viral bovina.
Sin embargo el uso de técnicas de diagndstico por inmunoensayos combinado con
las tecnologias moleculares como la PCR, para la confirmacion de la enfermedad,
seran esenciales en la elaboracion de nuevos estudios epidemioldgicos
coadyuvando en el desarrollo de estrategias efectivas, como la creacion de
nuevos programas de vacunacion y eliminacién de animales PI, apegados a la
problematica real de diversas regiones del pais en las que existen producciones
bovinas, ya que los programas de vacunacion disponibles no han tenido

resultados satisfactorios (Sarikaya et al., 2012).

Este trabajo es el primero en México en reportar secuencias de virus, presentes en
bovinos de hatos lecheros y deja vislumbrar que es de relevancia el conocimiento
de la problematica actual del pais, ademas sugiere posible, que estos virus
presentes en los establos muestreados de la Cuenca lechera de Tizayuca, estén
asociados a persistencia viral, debido a que en las muescas de oreja utilizadas se
lograran aislamientos virales. Seria inabordable realizar este tipo de diagnostico
de manera individual en las producciones bovinas, ya que estima que existen en el
pais alrededor de 32 millones de cabezas de ganado, sin embargo existe la
posibilidad de realizar muestreos globales en los que se incluyan mezclas de
muestras de piel de los animales, de manera aleatorizada y por grupos de edad
para tener un panorama general de la salud de los hatos en las producciones
bovinas (Walz et al., 2010).
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IX. Anexos

Anexo 1. Registro de la patente MX/E/2012/081439, “Iniciadores para la
identificacion de virus del complejo respiratorio bovino mediante el uso de RT-
PCR/PCR Multiplex en un solo tubo”

-

| '-"ﬁ'ij ”II'II.'. 0

—107



Tesis de Maestria: Genotipificacion de virus de diarrea viral bovina presentes en hatos
lecheros

Anexo 2. Separacion por electroforesis de los productos de PCR del multiplex,
estandarizado con vacunas comerciales: MX/E/2012/081439.

1. Marcador de 123 Pares de bases

2. Suero Fetal Equino RT-PCR one step
con oligos (4)

3. Suero Fetal Bovino RT-PCR One step
con oligos (4)

4. RT-PCR Multiplex, Cepas referencia
Lab

5. Control Negativo de Reaccion

6. RT-PCR (Invitrogene) Muiltiplex, Vacuna
Fort Dodge

7. RT-PCR (One Step) Multiplex, Vacuna
Fort Dodge

Anexo 3. Fraccionamiento electroforético de los productos de PCR del multiplex:

MX/E/2012/081439. Control de calidad del suero fetal equino, utilizado en los
ensayos de infeccion.

Marcador de PM
DVB Vacuna FortDodge

PI3 Vacuna FortDodge
RSV Vacuna FortDodge
Actina

500
pb

CN RXN (oligos de actina)
CN RXN H20
PI3 *

COENDORWN =

. Vacio
10. Bactina células MDBK (N) 55°C
11.Bactina células MDBK (N) 60°C

123
pb
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Anexo 4. Electroferogramas obtenidos de la secuenciacion de los productos de
PCR de la UTR 5’ (Muestras: 01, 02, 03)
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Anexo 5. Electroferogramas obtenidos de la secuenciacion de los productos de
PCR de la UTR 5’ (Muestras: 04, 05, 07)
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Anexo 6. Electroferogramas obtenidos de la secuenciacion de los productos de
PCR de la UTR 5’ (Muestras: 08, 09, 10)
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Anexo 7. Electroferogramas obtenidos de la secuenciacion de los productos de
PCR de la UTR 5’ (Muestras: 12, 14, 15)
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